


ZUR KENNTNIS DES KERN- UND CHROMOSOMENBAUS 
DER HEUSCHRECKEN UND WANZEN. 


Von 
LotTHar GEITLER, Wien. 


Mit 6 Textabbildungen (58 Einzelbildern.) 
(Hingegangen am 28. Oktober 1943.) 


In den letzten Jahren wurde der mikroskopische Feinbau der Kerne 
und Chromosomen durch Spezialunterschungen an ausgewahlten Ob- 
jekten mehrfach gefordert, ohne daB es noch véllig gesichert ist, ob und 
wieweit sich die Ergebnisse verallgemeinern lassen. Im _ besonderen 
konnte an Angiospermen der Spiralbau der Chromosomen eingehend 
untersucht und weitgehend geklart werden. Der feinere Aufbau des 
Ruhe- und Arbeitskerns ist bisher, auch im Hinblick auf die innere Poly- 
ploidie, nur stichprobenweise behandelt worden. Die folgende Mitteilung 
bezweckt eine orientierende Ubersicht iiber die Verhaltnisse bei den 
Heuschrecken und Wanzen, die in dieser Richtung noch nicht unter- 
sucht wurden. 


Methodik. 
Zur Sichtbarmachung der Chromonema-Spiralen wurde aus der bota- 
nischen Kerncytologie die Vorbehandlung des lebenden Objekts mit de- 


stilliertem Wasser und NH,-Alkohol tibernommen. Die Behandlung mit 
destilliertem Wasser erwies sich als iiberlegen, wahrend sich der NH,- 
Alkohol kaum richtig dosieren ]48t und daher. meist zu stark oder gar 
nicht wirkt (vgl. auch GEITLER 1943). Die vorbehandelten Zellen wurden 
mit Alkohol-Eisessig fixiert und in kaltem Essigcarmin untersucht. Diese 
Methodik gestattet auch, eine naihere Untersuchung der verschiedenen 
Heterochromatine, wie sie sonst nicht méglich ware. 


Heuschrecken. 

Als hauptsachliches Untersuchungsobjekt diente wegen seiner bedeu- 
tenden ChromosomengréBe Psophus stridulus. Die Art besitzt die Eigen- 
tiimlichkeit, da8 alle Chromosomen — im Mannchen 22 + X (Bucu- 
NER) — scheinbar einarmig sind; in Wirklichkeit ist, wie WHITE in anderen 
Fallen nachgewiesen hat, ein kleiner, knopfférmiger zweiter Arm vor- 
handen (Abb. la—d, 4b, c). Die weiter unten geschilderte proximale 
Heterochromasie machte es wiinschenswert, auch Formen mit deutlich 
zweiarmigen Chromosomen zu untersuchen; es wurden daher Arten von 
Gomphocerus und Stenobothrus und Locusta viridissima vergleichend heran- 
gezogen. Zur Untersuchung gelangten spermatogoniale Mitosen, Mitosen 
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aus dem Eifollikelepithel, die Meiose im Mannchen und Ruhekerne ver- 
schiedener Gewebe, vor allem des Hodens. 

Um den Spiralbau in Mitosen sichtbar zu machen, zerlegt man den 
Hoden in einem Tropfen destillierten Wassers in die einzelnen Schlauche 
und 148t das Wasser 3—4 Min. einwirken, worauf man Alkohol-Eis- 
essig auftraufelt, nach Absaugen desselben Essigcarmin hinzutut, die 
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Abb. 1 a—h. Psophus stridulus (a—g) und Gomphocerus sp. (h). a Spermatogoniale Metaphase. 
b Drei Chromosomen mit verschiedener Ausbildung der kurzen Arme aus einer spermato- 
gonialen Anaphase. c Chromosomen mit Spiralbau aus einer spermatogonialen Metaphase. 
dII. meiotische Anaphase (ohne X-Chromosom). e Teil einer I. Anaphase: in den Autosomen 
.,Achsenbau‘‘, im X-Chromosom Spiralbau (optischer Langsschnitt!). f Ein Chromosom 
aus einer II. Metaphase, in der einen Chromatide GroSspirale mit tertidrem Spalt. g Drei 
Chromosomen aus einer II. Metaphase, in je einer Chromatide ist die GroBspirale dargestellt. 
h Teil einer spermatogonialen Metaphase. — Vorbehandelt mit destilliertem Wasser, 
Alkohol-Eisessig, Essigcarmin. 


Hodenschlauche darin weiter zerkleinert und schlieBlich unter dem Deck- 
glas maBig flach- und auseinanderdriickt. Analog verfahrt man mit den 
Eischléuchen, von welchen allein der jiingste Abschnitt verwendbar ist. 
An Stellen, welche fiir die Einwirkung des destillierten Wassers giinstig 
lagen, erscheinen die Chromosomen, wie bei den ahnlich behandelten 
pflanzlichen Objekten, etwas verquollen und schwach gefarbt. In der 
Meta- und Anaphase tritt in jeder Chromatide eine dicht gewickelte 
Chromonemaspirale deutlich hervor (Abb. 1c, 2). Wie im Fall der Liliacee 
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Paris (GEITLER 1943) sind Anzeichen dafiir vorhanden, daB die Spirale 
der Lange nach doppelt ist, daB also zwei Chromonemen vorhanden 
sind. So besitzen die Chromatiden in der spéten Prophase und friihen 
Metaphase ein bezeichnendes ,,unruhiges‘‘ Aussehen, das wahrscheinlich 
so zu erklaren ist, daB die beiden Chromonemen -+ auseinandergeschoben 
verlaufen und nicht parallel geordnet liegen, so daB das Bild einer relativ 
dicken und deutlichen Spirale nicht zustande kommen kann. 


Der Spiralbau ist auch in der Meiose und namentlich in der IT. Meta- 
und Anaphase nachweisbar’. Es sind hier GrofSspiralen entwickelt, die 
entsprechend weniger Umgange als die mitotischen Kleinspiralen be- 
sitzen (Abb. le—g, 2). In der I. Metaphase gelingt es allerdings nur 
ausnahmsweise, die Spiralen einigermaBen deutlich zu machen. Sie 
erscheinen meist gleichsam ,,verschmiert’‘ und unscharf begrenzt; es 
macht den Eindruck, daB eine séuberliche Trennung von der Matrix 
in diesem Stadium schwer méglich ist. Bei einem bestimmten Grad 
stirkerer Mairixverquellung wird in einer homogenen Grundmasse eine 
stark farbbare Langsachse sichtbar (Abb. le). Dieser ,,Achsenbau“ fiel 
schon BELak auf. Bemerkenswerterweise fehlt die Achse im X-Chro- 
mosom, welches deutlichen Spiralbau zeigt (Abb. le). Die Erscheinung 
hangt nicht etwa damit zusammen, da8 das X-Chromosom unpaarig 
ist, also nur zwei verhaltnismaBig weit voneinander entfernte Chroma- 
tiden vorhanden sind; denn auch die Anaphasechromatiden der Auto- 
somen zeigen die ,,Achse‘. Die Ursache des verschiedenen Verhaltens 
liegt vielmehr offenbar in der Heterochromasie des X-Chromosoms. Es 
erscheint in der Diakinese und der I. Metanaphase ,,unterkondensiert“ 
und matrixérmer und ist schwacher spiralisiert — relativ langer und 
diinner — als die Autosomen. Auch an Stellen der Praparate, an denen 
sein Spiralbau nicht deutlich in Erscheinung tritt, unterscheidet es 
sich von den Autosomen durch seine schwachere Farbbarkeit und durch 
,»Wollfadchen“‘bildung (Abb. 4a—c.) Es zeigt somit das von WHITE als 
»Negative Heterochromasie“‘ bezeichnete Verhalten. 


Die Vorbehandlung mit destilliertem Wasser macht eine weitere 
Eigentiimlichkeit des Chromosomenbaus sichtbar, die sonst nicht in 
dieser Weise in Erscheinung tritt. Die kurzen Arme der Psophus-Chromo- 
somen sind, wenigstens gréBtenteils, extrem heterochromatisch, d. h. 
bestehen aus einem besonders dichten, stark farbbaren und kaum ver- 
anderlichen Heterochromatin; das Heterochromatin des langen Armes 
des X-Chromosoms erscheint dagegen dem Euchromatin angenéahert ?. 


Die Verhaltnisse sind besonders im Pachytan deutlich; der Unter- 
schied der beiden Heterochromatine des X-Chromosoms fallt auch in der 


1 Die meiotischen Spiralen wies schon Maktno nach. 
2 Wie das Heterochromatin des langen X-Armes verhilt sich auch ein langerer 
proximaler Abschnitt eines Autesoms von Psophus. 
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Abb. 2 a—e. 
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I. Metaphase auf (Abb. 4a—c). An deutlich zweiarmigen Chromosomen 
erscheint zu beiden Seiten des Spindelansatzes eine sehr kurze extrem 
heterochromatische Stelle (Abb. 1h). Der Spindelansatz selbst ist oft 
nicht klar als Unterbrechung erkennbar, so daB die beiden proximalen 
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Abb. 2 f—g. 
Abb. 2a—g. Psophus stridulus, Spiralbau. a, b II. Metaphase, c II, Anaphase, d sperma- 
togoniale Meta- und (e) Anaphase, alle bei gleicher VergréBerung; vorbehandelt mit 
destilliertem Wasser. Photo. f, g, wie e,'c, aber photographisch nachvergréBert. 


heterochromatischen Abschnitte als ein einziges stark farbbares ,,K6rn- 
chen“ erscheinen. Diese bzw. die knopfférmigen kurzen Arme sind die 
schon in der alteren Heuschreckenliteratur 'angegebenen. sog. ,,End- 
kérnchen*‘, die auch ohne sonstige Préparation in der friihen meiotischen 
Prophase ‘und in den: spermatogenialen ‘Prophasen erkennbar :sind und 
besonders infolge der Polfeldahordnung der Chromosomen auffallen. Sie 
wurden bis vor kurzem als Leitkérperchen oder Centromeren.aufgefaBt ; 
Wuite hat besonders' fiir die Chromosomen mit ,,knopfférmigem Ende“ 
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nachgewiesen, daB es sich nicht um ein Centromer, sondern um einen 
kurzen Arm handelt. 

Die kurzen Arme wie die proximalen heterochromatischen Abschnitte 
scheinen keinem merkbaren Formwechsel unterworfen zu sein. Im ein- 
zelnen 1aBt sich infolge der Kleinheit der Strukturen nicht immer sicher 
entscheiden, wieweit das Heterochromatin reicht. So 148t sich bei Pso- 
phus nicht klar erkennen, ob am Beginn des langen Armes ebenfalls 
Heterochromatin liegt. Wahrscheinlich sind auch, wie das weiter unten 
geschilderte Verhalten im Ruhekern zeigt, nicht alle kurzen Arme gleich 
heterochromatisch. ‘ 

Einschaltungsweise sei erwahnt, daB auch bei der Liliacee Paris 
quadrifolia ganz kurze, proximale, stark heterochromatische Abschnitte 
vorhanden sind, die bei Vorbehandlung vor Pollenmutterzellen und 
Pollenkérnern wahrend der ersten Pollenmitose mit destilliertem Wasser, 
NH,-Alkohol oder HNO,-Dampfen sowie bei leichter Austrocknung der 
Ausstriche sichtbar werden und die auf den ersten Blick hin mit Centro- 
meren verwechselt werden kénnen. A 

In den Ruhekernen erscheinen die Chromosomen als distinkte, dichte 
bis aufgelockerte Schollen (Abb. 3). Es la8t sich auch ihre Zahl annahernd 
bestimmen, wobei sich zeigt, daB auBer Kernen mit ungefaéhr 23 Schollen 
(im Mannchen) auch entsprechend gréBere mit ungefahr 46 und 92 
vorkommen. Es besteht also somatische Polyploidie. So sind die Kerne 
des inneren Epithels der Hodenschlauche meist tetraploid (Abb. 3 a), 
das auBere Epithel enthalt diploide Kerne (Abb. 3 b), diploid und tetra- 
ploid sind die Kerne der Cystenwande (Abb. 3 c—e), in der Wand des 
Vas deferens finden sich di-, tetra- und oktoploide Kerne (Abb. 4 g), 
die Kerne der Mapicuischen GefaéBe sind wohl vorwiegend tetraploid. 
Bisher war somatische Polyploidie bei Heuschrecken nur fiir die Follikel- 
hiille von Gryllotalpa bekannt (Baricozz1 1943). Durch diese Angaben 
wird die verbreitete oder wahrscheinlich im ganzen Organismenreich 
allgemeine somatische Polyploidie auch. fiir die Orthopteren nachgewiesen. 
In Analogie zu den naher untersuchten Fallen mu8 angenommen werden, 
daB es sich auch bei den Heuschrecken um innere Polyploidisierung auf 
dem Wege der Endomitose handelt (vgl. GerTLER 1941). So hohe Poly- 
ploidiestufen, wie sie bei Wanzen und Dipteren auftreten, kommen bei 
den Heuschrecken nicht vor. 

Die Ausbildung der schollenférmig entwickelten Chromosomen in 
den Ruhekernen schwankt, wie auch sonst, mit der Gewebeart. Im auBe- 
ren Epithel der Hodenschlauche sind die Schollen sehr dicht gebaut und 
erscheinen bei gewéhnlicher Préparation homogen und stark gefarbt 
(Abb. 3 b); in den Cystenwanden sind sie stark aufgelockert und lassen 
einen Aufbau aus nicht orientierten, regellos hin- und hergeschlungenen 
Chromonemen erkennen (Abb. 3 e). Bei Vorbehandlung mit destilliertem 
Wasser tritt der Chromonemabkau deutlicher in Erscheinung, und_ bei 
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Abb. 3a—e. Psophus stridulus, Ruhekerne verschiedener Gewebe aus einer minnlichen Imago. 
a Hodenschlauchwand, inneres Epithel, tetraploider Kern mit lockeren Chromosomen- 
schollen (diese nur im Umri8 dargestellt). b Hodenschlauchwand, aiuBeres Epithel, diploider 
Kern mit dichten, fast homogenen Schollen (in einer Scholle ist die euchromatische Fein- 
struktur dargestellt). c—e. Cystenwand, diploide Kerne mit lockeren Chromosomenschollen: 
c zweiteilige Schollen, nur die Umrisse dargestellt ; d zwei Autosomen und das X-Chromosom 
dargestellt; e ganzer, flacher Kern, im Bild oben ein Nucleolus (weitere Nucleolen nicht 
eingezeichnet). — Vorbehandelt mit destilliertem Wasser, Alkohol-Eisessig, Essigecarmin; 
in allen Kernen sind die erkennbaren’ heterochromatischen kurzen Arme dargestellt. 


ginstiger Einwirkung 14Bt sich auch in den dichtgebauten Schollen eine 
scheinbar kérnige Struktur erkennen (Abb. 3b). Das Heterochromatin 





538 Lothar Geitler: 


des X-Chromosoms erscheint dabei in verschiedenen Geweben verschie- 
den weit aufgelockert. In den Cystenwandkernen ist es vom Euchromatin 
nicht oder kaum unterscheidbar (Abb. 3c, e); im distalen Ende der 
Hodenschlauche und besonders in denen alter Imagines wird es aber an 
der gréBeren Dicke seines Chromonemas und seiner starkeren Gesamt- 
farbbarkeit leicht kenntlich (Abb. 3d). In den tetraploiden Kernen des 
inneren Epithels der Hodenschlauchwand bilden die beiden X-Chromo- 
somen ein + deutlich zweiteiliges Sammelchromozentrum (Abb. 4 d, e). 
In den tetra- und oktoploiden Kernen der Vas deferens-Wandung sind 
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Abb. 4a—g. Psophus stridulus, Mainnchen. a Teil ciner I. Metaphase mit 2 Autosomen- 
tetradenund dem unterkondensierten, im dargestellten Fall stark aufgequollenen X -Chro- 
mosom. b, c zwei weniger gequoll X-Chr aus der I. Metaphase; im Bild oben 
der kurze Arm. d Ausschnitt aus einem tetraploiden Kern des inneren Epithels der Hoden- 
schlauchwand mit zwei Autosomen und einem 2-X-Chromozentrum; e ebenso, diploider 
Kern, im Bild links das X-Chromosom; f ebenso, ein 2-X-Chromozentrum aus einem 
tetraploiden Kern. g ein 2-X-Chromozentrum aus einem tetraploiden und zwei 4-X-Chromo- 
zentren aus oktoploiden Kernen der Wandung des Vas deferens. Verbehandelt mit 
destilliertem Wasser, Alkohol-Eisessig, Essigcarmin. 


re 





die zwei bzw. 4 X-Chromosomen zu einem dichten, homogenen oder 
vakuolisierten, scheinbar einheitlichen Sammelchromozentrum vereinigt 
(Abb. 4g). Es besteht somit bis zu einem gewissen Grad somatische 
Heterochromasie des X-Chromosoms. Sie geht allerdings nicht so weit 
wie im Fall des ,,inaktiven‘‘ X-Chromosoms von Gerris lateralis und der 
Y-Chromosomen anderer Wanzen; sie ist eher vergleichbar mit dem Ver- 
halten der X-Chromosomen der Pentatomiden und Capsiden (GEITLER 
1939). Es handelt sich offensichtlich um ein relativ lockeres Hetero- 
chromatin. 

Im Unterschied zum X-Heterochromatin erscheint das proximale 
Heterochromatin der Autosomen immer unverandert dicht. Die kurzen 
Arme von Psophus heben sich als stark fairbbare, homogene oder bei 
bedeutenderer GréBe vakuolisierte Kérper vom Euchromatin (Abb. 3) 
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und auch vom Heterochromatin des langen Armes des X-Chromosoms 
(Abb. 4d, e) ab. Eigentiimlicherweise sind aber im Ruhekern niemals 
alie kurzen Arme erkennbar. In diploiden Kernen lassen sich statt 23 
nur 13 oder 14 auffinden. Die Ursache kann darin liegen, daB manche 
zu klein sind, um vom iibrigen Chromonema unterschieden werden zu 
kénnen, oder daB sie nicht in der fiir die sichtbaren Arme typischen Art 
heterochromatisch sind. 

Die Lage der kurzen Arme ist in den Chomosomenschollen des 
Ruhekerns eine beliebige, wenn auch Endstandigkeit oft vorherrscht. 
Das Chromonema ist offenbar weitgehend und regellos abgerollt. Manch- 
mal erscheinen die Schollen zweiteilig, waihrend der kurze Arm in der 
Mitte liegt (Abb 3d). Ob diese Erscheinung mit dem Doppelbau der 
Chromosomen iiberhaupt zusammenhangt oder im Sinn einer Endo- 
mitose zu deuten ist, bleibt fraglich; die letztere Annahme ist unwahr- 
scheinlich, da solche Bilder auch in alten Hodenschlauchabschnitten 
alter Imagines auftreten, in denen kaum mehr eine endomitotische 
Aktivitat besteht. 


Wanzen. 

Als Untersuchungsobjekt wurde wegen seiner bedeutenden Chromo- 
somengréBe Lygaeus saxatilis ausgewahlt. Die Befunde gelten im wesent- 
lichen, wie Vergleiche mit den von mir friiher untersuchten Wanzen 
und den Angaben der alteren Literatur zeigen, wohl auch fiir andere 
Wanzen. 

Die Untersuchung galt hier nicht nur der Aufklarung des Spiralbaus 
und der heterochromatischen Elemente — letztere wurden schon in 
meinen friiheren Untersuchungen bearbeitet —, sondern auch der Be- 
ziehung zwischen Chromosomenbau und der eigenartigen Mitosemechanik. 
Eine eingehende Untersuchung der Mitose der Wanzen fehlte bisher 
iiberhaupt. Die Behandlung dieses Gegenstands ist um so aktueller, 
als HuGHES-SCHRADER bei den nahe verwandten Schildlaéusen ein von 
allen sonst bekannten Fallen abweichendes Verhalten feststellte. Es 
ist hier kein Centromer vorhanden oder spielt zumindest fiir die Mitose- 
bewegung keine Rolle, dafiir findet sich aber anscheinend ein ,,diffuser“ 
Spindelansatz entlang des ganzen Chromosoms bzw. der Chromatide. 
Dies hat zur Folge, daB die Chromatiden in der Anaphase parallel zur 
Aquatorebene und zueinander auseinanderwandern. In der Meiose werden 
die Chromosomen dagegen offenbar durch eine relativ feste Spindel- 
substanz in der Langsrichtung der Spindel zusammengedriickt, so daB 
sie so auseinander gehen, als ob sie einen polaren Spindelansatz besaBen. 
Eine weitere sehr bemerkenswerte Eigentiimlichkeit zeigt sich darin, daB 
die Meta- und Anaphasechromatiden nicht nur zwei Chromonemen be- 
sitzen, sondern iiberhaupt langsgespalten sind; in der Telophase trennen 
sich die Halbchromatiden weitgehend (vgl. zuletzt S. HugHEs-ScHRADER). 
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DaB auch bei den Wanzen die Annahme eines Spindelansatzes, wie 
er bisher fiir die Chromosomen aller Organismen typisch schien, auf 
Schwierigkeiten st6Bt, wurde schon von SCHRADER (1935, 1941) hervor- 
gehoben. Der im Fall der Cocciden gefiihrte Nachweis seines Fehlens 
durch das Erhaltenbleiben der mitotischen Beweglichkeit von réntgen- 
induzierten Fragmenten (HUGHES-SCHRADER und Ris) steht allerdings 
fiir die Wanzen noch aus. Auch zur sicheren Beurteilung der folgenden 
Mitteilungen ware eine solche Untersuchung noétig. Doch gibt schon 





Abb. 5 a—j. Lygaeus saxatilis, spermatogoniale Mitosen. a spite Prophase, b Endometaphase 

in einem Cystenwandkern. c, d Ausschnitte aus Seitenansichten von Metaphasen (¢ nicht 

vorbehandelt), und e einer Anaphase. f Flachenbild einer Metaphase und g Teil einer 

Seitenansicht einer solchen aus der gleichea Cyste. h friihe Anaphase. i, j spaitere Ana- 

phasen, zum Teil schrag von oben gesehen. AuBer c mit destilliertem Wasser vorbehandelt, 

Alkohol-Eisessig, Essigcarmin: die Einwirkung des destillierten Wassers ist im einzelnen 
yerschieden stark. 


die morphologische Betrachtung und der Vergleich mit den Cocciden 
gewisse Anhaltspunkte. 

Nicht vorbehandelte Metaphasechromosomen erscheinen klumpig- 
homogen. Giinstigenfalls sieht man in Seitenansicht die beiden Chroma- 
tiden durch einen undeutlichen Spalt getrennt; der Querschnitt zeigt ein 
eigenartiges viereckiges Aussehen (Abb. 5c). Bei Vorbehandlung mit 
destilliertem Wasser tritt eine + starke Aufquellung der Matrix zu einer 
,,Wollfadchen“‘-artigen Bildung ein und es erscheint ein stark farbbarer 
zentraler Strang (Abb. 5d). In der spaéten Prophase ist dieser Aufbau 
meist noch deutlicher (Abb. 5a), analog sind die endometaphasischen 
Chromosomen gebaut (Abb. 5 b) und entsprechend sehen die Anaphase- 
chromatiden aus (Abb. 5 ¢). Bei schwacherer Einwirkung des destillierten 
Wassers fehlt die ,,Wollfadchenbildung‘*, der Chromatidenbau ist aber 
deutlicher als ohne Vorbehandlung (Abb. 5 f—j). . 

Die Anaphase ist dadurch charakterisiert, daB die Chromatiden pa- 
rallel auseinander wandern (vgl. auch GEITLER 1939). Dazu tritt eine 
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polwarts gerichtete leichte Aufkriimmung der Enden und eine entspre- 
chende Einkriimmung der Rander, was mit der Annahme einer unregel- 
maBigen Gesamtform einhergeht; die Chromosomen werden so unregel- 
maBig napfformig, wobei die konkave Seite dem Pol zugekehrt ist (Ab- 
bildung 5i,j). Diese Gestalten sind keine Fixierungsartefakte, da sie 
sich, wenn auch sehr undeutlich, auch im Leben erkennen lassen}. Ein 
Centromer tritt weder morphologisch in Erscheinung, noch 1aBt sich sein 
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Abb. 6 a—u. Lygueus sa-ratilis, Mannchen. a spite Prophase einer Spermatogoniumteilung. 
b—h I. Meta- bis Telophase. g, h Struktur bei starker Aufquellung. g Mitte X- und Y- 
Chromosom. i—o II. Meta- bis Telophase (o Mitte Y-Chromosom). p, q spite II. Telophase 
mit X- bzw. Y-Chromosom. r Doppelbau des Y-Chromosoms in der II. Metaphase. s—u 
II. Metaphasen mit getrennten Stiicken des Y-Chromosoms. — Verschieden stark 
vorbehandelt mit destilliertem Wasser, Alkohol-Eisessig, Essigcarmin. 


Vorhandensein aus dem Bewegungsverhalten erschlieBen. Das Ver- 
halten ist weitgehend dem an Cocciden beschriebenen ahnlich ; auch hier 
tritt eine polwarts gerichtete Einkriimmung der parallel auseinander- 
wandernden Chromatiden ein (HuUGHES-SCHRADER). 

Ein Spiralbau konnte in keinem Fall klar erkannt werden. Am 
ehesten lassen sich regelmaBige Strukturen, die in der spiten Prophase 
(Metakinese) auftreten, in diesem Sinn deuten (Abb. 6a). Es ist wohl 

1Zwecks Lebenduntersuchung wurden die Hoden in der natiirlichen K6rper- 
flissigkeit prapariert und mit Paraffindl umschlossen. Die Lichtbrechungs- 
unterschiede sind auBerst gering und die Praparate sehr kurzlebig; schon nach 
wenigen Minuten, meist aber nach Sekunden, tritt Entmischung ein. Das Fort- 
schreiten der Anaphase konnte in keinem Fall beobachtet werden. Das gleiche 
gilt fiir die Spermatocyten. 











542 Lothar Geitler: 
















































anzunehmen, daB eine besondere Beschaffenheit der Matrix das Sicht- 
barwerden verhindert. Die eigentiimliche Ausbildung der Matrix driickt 
sich ja auch in den Gestalten der Anaphasechromatiden und der meio- 
tischen Chromosomen aus. DaB ein Chromonema tatsachlich vorhanden 
ist und dem iiblichen Spiralisierungszyklus unterliegt, macht der gesamte 
Chromosomenformwechsel gewiB. 

Der auffallende viereckige Querschnitt der Metaphasechromosomen, 
der auf einem vierkantigen Bau derselben beruht, legt die Annahme 
nahe, daB hier wie im Fall der Cocciden (HUGHES-SCHRADER) Halb- 
chromatiden entwickelt. sind. Wirklich erkennen la8t sich dies jedoch 
nicht, obwohl die Lygaeus-Chromosomen gréBer als die der Cocciden 
sind. Die Chromatiden erscheinen im Querschnitt breitgezogen, ohne 
daB ein klarer Doppelbau sichtbar wird (Abb. 5 a—e, g). Im Flachenbild 
betrachtet, zeigen die Metaphasechromosomen eine mediane Aufhellung, 
die zunachst als Spalt gedeutet werden kénnte; tatsaichlich handelt es 
sich nur um die Projektion des Zwischenraums zwischen den aufgebo- 
genen Randern (Abb. 5f). Der ,,Spalt‘‘ des Machenbildes ist wesentlich 
undeutlicher als der wirkliche Spalt der Seitenansicht (Abb. 5f und g). 

In der Meiose zeigen die Chromosomen jene eigenartigen Gestalten, 
die schon aus der alteren Literatur bekannt sind (Abb. 6 b—n). Mit den 
Verhiltnissen bei den Cocciden herrscht darin Ubereinstimmung, da8 
die Chromatiden im Gegensatz zu ihrer Querlage in der Mitose lings in 
der Spindel orientiert sind, so daB ein polarer Spindelansatz vorgetiuscht 
wird. Vermutlich werden die Chromosomen von der Spindelsubstanz 
zusammengedriickt und ihre ,,wahre’‘ Anheftung wird dadurch, wie bei 
den Cocciden, maskiert. Bemerkenswert ist die Ausziehung der Chro- 
mosomenenden in Zipfel und fadenférmige Anhangsel, die ahnlich auch 
bei Cocciden auftreten (Abb. 6 b—n). Es handelt sich dabei nicht, wie 
es zunachst den Anschein hat, um Spindelfasern, sondern um ausge- 
zogene Chromosomenmatrix; dies ergibt sich schon aus der starken 
Farbbarkeit mit Essigcarmin. Vielfach treten in der Anaphase auch 
Briicken auf, die nichts mit Inversionsbriicken zu tun haben (Abb. 6d, e); 
sie lésen sich spater glatt ohne eine Stérung zu hinterlassen. 

Ein Langsspalt oder eine Andeutung des Vorhandenseins zweier 
Chromonemen laB8t sich in den meiotischen Chromatiden noch weniger 
als in den mitotischen gewinnen. In der spaten II. Telophase tritt, wie 
bei anderen Objekten, unter Matrixschwund Auflockerung ein, wobei 
eine chromonematische Struktur deutlich wird, in die aber ein naherer 
Einblick nicht méglich ist (Abb. 6 o—q). 

Anhangsweise sei kurz darauf hingewiesen, daB bei Vorbehandlung 
mit destilliertem Wasser in der II. Reifeteilung oft eine Gliederung des 
Y-Chromosoms in zwei gleichgroBe hintereinandergeschaltete Stiicke 
sichtbar wird (Abb. 6 r). Haufig erscheint aber das Y-Chromosom auch 
nach Vorbehandlung einheitlich. Diese Schwankungen scheinen zu- 
falliger Natur zu sein und sind jedenfalls nicht kennzeichnend fiir be- 
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stimmte Individuen. — In einer Cyste eines Individuums wurde das 
Y-Chromosom in seine beiden Teile zerfallen angetroffen; der eine Teil 
war in der II. Metaphase mit dem X-Chromosom gepaart, der andere 
nahm eine beliebige Lage ein (Abb. 6 s—u). Das weitere Verhalten 
konnte nicht verfolgt werden. 


Zusammenfassung. 

An Psophus stridulus und vergleichsweise an anderen Acridiern 
sowie an Locusta viridissima wird der Spiralbau der mitotischen Chro- 
mosomen nachgewiesen. 

Die Chromosomen der untersuchten Heuschrecken besitzen proxi- 
mal sehr dichtes, im Formwechsel sehr triges Heterochromatin. Bei 
Psophus sind die kurzen Chromosomenarme ganz oder gréBtenteils aus 
ihm aufgebaut. Diese proximalen Heterochromatinkérper sind mit den 
friiher beschriebenen ,,Endk6rnchen“ identisch; sie sind keine Centro- 
meren. Das Heterochromatin des langen Armes des X-Chromosoms ver- 
halt sich deutlich anders als das proximale Heterochromatin. Die Ruhe- 
kerne verschiedener Gewebe erweisen sich als tetra- und oktoploid. 

Die Chromosomen der Wanzen zeigen in der Mitose und Meiose 
groBe Ahnlichkeit mit dem Verhalten der Chromosomen der Cocciden. 
Es ist wahrscheinlich, dafS kein Centromer vorhanden ist bzw. nicht 
aktiv in Wirksamkeit tritt. Es sind Anzeichen vorhanden, daB die 
Chromatiden aus Halbchromatiden aufgebaut sind. Der Spiralbau 1aBt 
sich nicht sicher nachweisen. 


Biologische Station Lunz der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft. 
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In den letzten Jahren wurde fiir verschiedenartige tierische und 
pflanzliche Gewebe der Nachweis erbracht, daB sie endomitotisch poly- 
ploidisiert sind (vgl. GrrTLER, 1941). Besonders hohe Polyploidiegrade 
besitzen manche Driisen und funktionell ahnliche Organe. Ihre Zellen 
und Kerne sind dementsprechend auffallend groB. Nicht alle vergréBerten 
Kerne freilich verdanken ihre GréBe einer Vervielfachung des Chromo- 
somenbestandes; oft spielt vielmehr die Vermehrung der Karyolymphe 
die wesentliche Rolle (GEITLER, 1941). ‘ 

In diesem Zusammenhang schien es von Interesse, die Kerne in den 
Elaiosomen von Bliitenpflanzen zu untersuchen. Die Elaiosomen bilden 
in ihren Zellen wahrend der Samenreifung groBe Mengen von Ol und 
EiweiBstoffen (wegen dieses Inhaltes werden die elaiosomentragenden 
Samen ja von Ameisen verschleppt). Zellen und Kerne werden dabei, 
wie schon die fliichtige Priifung zeigt, stark vergréBert (der Volumen- 
unterschied der Kerne kann bis rund 1: 400 betragen). Die niahere 
Untersuchung an einem geeigneten Objekt (Chelidonium maius) ergab, 
da8& wiahrend der eigentlichen postfloralen Entwicklung des Elaiosoms 
keine Zellteilungen ablaufen, sondern das Gesamtwachstum auf Zell- 
wachstum ohne Zunahme der Zellenzahl beruht (SzEMEs). 

Grundsitzlich gleich verhalt sich das auch auBerlich-morphologisch 
gut vergleichbare Elaiosom von Corydalis cava. Abgesehen von der ba- 
salen Anheftungsstelle am Samen setzen hier die Zellteilungen schon 
vor der Bliitezeit aus und es tritt friihzeitig Zell- und Kernwachstum 
ein. Bereits waihrend der Bliitezeit sind daher im Elaiosom Kerne vor- 
handen, die mehrmals gréBer als diploide Meristemkerne sind (Abb. Ja, 
b, d). Die Vergré8erung geht postfloral weiter, bis zur Zeit der Beendi- 
gung der Samenreifung riesenhafte Kerne entstanden sind (Abb. le, 2). ° 
Eine zeitlang vor der Samenreife setzt allerdings, obwohl das Volumen 
weiter zunimmt, eine Art regressiver Entwicklung ein, indem die Kerne 
strukturarmer, schwicher firbbar und faltig werden (vgl. auch weiter 
unten). 

Da eine Priifung der etwa ablaufenden inneren Polyploidisierung 
mittels der Methode, durch Verwundung Mitosen auszulésen, im Fall der 
Elaiosomen nicht durchgefiihrt werden kann, ist man bei der Beurtei- 
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lung auf die Strukturanalyse allein angewiesen. Die GesamtvergréBe- 
rung wie auch die Zunahme der Nucleolarsubstanz sprechen allein noch 
nicht fiir Polyploidie (vgl. z. B. die diploid bleibenden tierischen Eikerne 
wihrend der Wachstumsperiode). Nur die Untersuchung der chromati- 
schen Strukturen kann gewisse Anhaltspunkte bieten. 





Abb. 1. Corydalis cava. a, b Kerne aus der Epidermis des auBeren Integumentes zur Zeit 
der Bliite. c diploide Mitose aus dem AuBeren Integument. d gréBter Kern aus einem 
Elaiosom zur Zeit der Bliite: an dem — noch nicht vakuolisierten — Nukleolus sind 5 Tra- 
banten sichtbar; im Bild links ist die euchromatische Chromonemastruktur eingezeichnet. 
e groéBter Kern aus einem Elaiosom in maximaler postfloraler Entwicklung: in Buchten 
des — nunmehr vakuolisierten — Nukleolus sind 6 Trabanten sichtbar; im Bild rechts 
unten ist die euchromatische Chromonemastruktur dargestellt. — Ind und e ist der 
Nukleolus von einem Schrumpfungshohlraum umgeben. — .\lkohol-Eisessig, Essigkarmin. 


Der unmittelbare Augenschein zeigt zuniichst, daB mit dem Nukleolus 
in Verbindung stehendes Heterochromatin, das also offenbar zu SAT- 
Chromosomen gehért und Trabanten darstellt, stark vermehrt wird 
(Abb. 1, 2). Eine nihere Analyse wurde wegen der uniibersichtlichen 
SAT-Chromosomenverhiltnisse nicht versucht (im diploiden Kern mit 
2n = 16 Chromosomen — Abb. 1 a—c — scheinen meist vier Trabanten 
vorhanden zu sein — ein Trabant ist aber oft ungewéhnlich groB; in 
den groBen Elaiosomkernen erscheinen allerdings mehr als vier mit dem 
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Nukleolus verbundene Heterochromatinstiicke, die im iibrigen recht 
verschieden groB sein kénnen — Abb. 1d, e, 2). Auch die genaue Auf- 
klirung des Heterochromatinverhaltens kénnie jedoch die etwa vor- 
handene Polyploidie nicht erweisen, da bei der endomitotischen Ver- 
vielfachung die Tochterchromosomen im Heterochromatin dicht zu- 
sammenhalten und einheitlich erscheinen (zuerst GRAFL). Trotzdem ist 
die Zunahme des Trabantenvolumens ein Anzeichen endomitotischer 
Polyploidisierung; denn ein derart exzessives Chromosomenwachstum, 
das sonst angenommen werden miiBte, ist nicht bekannt und wohl 
auch ausgeschlossen. — Eine analoge VergréBerung machen auch Chromo- 
zentren durch, die fern vom Nukleolus liegen; die meisten sind so klein 
daB sie erst in den vergr6éBerten Kernen sichtbar werden (Abb. 1 e, 2), 
sie unterscheiden sich im iibrigen oft durch ihre Dichte (in Abb. 2 rechts 
oben ist ein locker gebautes Chromozentrum dargestellt). 


AufschluBreicher ist die Vergleichung der euchromatischen Strukturen 
in Kernen gewodhnlicher GréBe und in vergréBerten Kernen. In den 
diploiden Kernen der Meristeme erscheinen auBerhalb vom Nukleolus 
die optischen Schnitte der Chromonemen als ,,K6rnchen’’ von bestimm- 
ter GréBe (Abb. la, b). Diese Struktur verindert sich wiihrend des 
Kernwachstums grundsiitzlich nicht. Es erfolgt also nicht etwa eine 
VergréBerung der einzelnen Elemente; vielmehr nimmt ihre Zahl zu 
(Abb. Id,e). Auch die Dichte der Anordnung bleibt ungefihr die gleiche, 
d. h. das Mengenverhiltnis von Chromosomen und Kernsaft ist gewahrt. 
Somit liegt ein ihnlicher Fall wie bei den Wurzelhaaren von Trianea 
vor (GEITLER, 1941): es erfolgt eine Vermehrung der Chromonemen. Ob 
sich die Endomitose durch eine entsprechende Strukturinderung an- 
zeigt, wie dies fiir T’rianea vermutet werden kann, lie& sich fiir das 
Corydalis-Elaiosom nicht feststellen. 

Da sich die Zahl der Chromonemen nicht bestimmen 1liBt, kann 
weder das Vorhandensein einer Vervielfachung nach der Zahlenreihe 
2, 4, 8..., noch der erreichte Polyploidiegrad festgestellt werden. Aus 
dem Volumverhiiltnis, das sich nur ungeféhr bestimmen ]iBt — es 
betriigt zwischen den auf Abb. la, b und e abgebildeten Kernen etwa 
1:.270, im Maximum (Abb. 2) etwa 1 :432 — ergeben sich natiirlich 
keine bindenden Schliisse. Doch ist es aus Analogiegriinden wahrschein- 
lich, daB endomitotische Polyploidisierung in der gewohnten Weise 
vorliegt. Dab die beobachteten Chromonemen nicht potentiell Chromo- 
somen entsprechen, sondern Teile ,,mehrwertiger’’ Chromosomen dar- 
stellen, wiihre eine im Hinblick auf das Fehlen sicherer Priizedenzfiille 
iiberfliissige Annahme; im vorliegenden Fall scheint eine derartige 
Fragestellung auch ziemlich gegenstandslos. 

Es ist jedenfalls festzuhalten, dafS der wesentliche Teil der Kern- 
volumenvergréperung auf einer Vermehrung (wahrscheinlich wiederholter 











Der Bau der Riesenkerne des Elaiosoms von Corydalis cava. 547 
Vervielfachung) der Chromonemen (d.h. wahrscheinlich der Chromo- 
somen) beruht. — Von einem gewissen spiten Zeitpunkt an erfolgt zu- 
sitzlich Kernsaftvermehrung, wie dies anscheinend auch sonst in aus- 
gewachsenen Organen die Regel ist. Schon vorher werden die Chromo- 
somen allmihlich diinner (Abb. 2); dabei verstirkt sich auch die friiher 
nur schwach ausgepriigte Neigung der Chromonemen, bei Alkohol- 
Eisessigfixierung zu anastomisieren und ein Netzwerk zu bilden. Weiter- 
hin werden die Netzmaschen weiter; der ganze Kern wird dadurch 
schwiicher firbbar. Es ist dies die schon eingangs erwahnte regressive 
Entwicklung; sie fallt offenbar mit dem Sistieren der Stoffspeicherung 
im Cytoplasma zusammen. 

AbschlieBend sei darauf hingewiesen, daB die Elaiosomen vom Typus 
Corydalis und Chelidonium wahrscheinlich dankbare Objekte fiir kern- 





Abb. 2. Corydalis cava. GréBter Kern aus einem reifen Elaiosom zu Beginn der regressiven 
Entwicklung; im Bild oben ist die euchromatische Chromoncmastruktur dargestellt; 
der Nukleolus ist von einem Schrumpfungshohlraum umgeben. — Alkohol-Eisessig. 
Essigkarmin. 


physiologische Untersuchungen mit der CaspERssonschen Methodik 
darstellen wiirden. Sie sind durch eine intensive, relativ kurzfristige 
EiweiBsynthese ausgezeichnet, und die cytoplasmatischen wie die Kern- 
strukturen sind morphologisch leicht faBbar. Entsprechend den CasPERs- 
sonschen Vorstellungen vom Zusammenhang zwischen EiweiBsynthese 
und Nukleolarsubstanz sind die Nukleolen sehr groB. Zur Zeit der Massen- 
produktion im Cytoplasma erscheinen sie hochgradig vakuolisiert 
(Abb. le, 2); sie bilden dann auch kleine ,,Knospen’’, die sich wahr- 
scheinlich auch abschniiren kénnen, da man sie nicht selten frei im 
Kernraum antrifft. 


2. Ba. 37 
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Zusammenfassung. 

Das Elaiosom von Corydalis cava vergréBert sich in der Hauptphase 
seiner Entwicklung durch Zellwachstum ohne Zellvermehrung. Die 
Kerne werden, wie sich durch die Analyse der Heterochromatin- und 
namentlich der Euchromatinstrukturen wahrscheinlich machen ]aBt, hoch- 
gradig polyploid. Der Volumenunterschied zwischen diploiden Kernen 
der Meristeme und ausgewachsenen Kernen im Elaiosom betragt etwa 
1:400. In den Endstadien der Entwicklung erfolgt zusiitzliche Kern- 
saftvermehrung. 


Botanisches Institut der Universitat Wien und Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
Kulturpflanzenforschung. Wien, Abteilung fiir Cytologie. 
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Introduzione. 


Nelle ricerche sulla citologia di Artemia (1942) che precedono immediate. 
mente quelle che ora presento, mi ero occupato dei fenomeni cromosomici 
osservati nelle cellule appartenenti a molti organi, escludendo perd tutto 
cid che si riferisse alle cellule germinali. Siccome la conclusione generale 
a cui ero giunto era che in organi e tessuti diversi (p. es. la branchia, i 

-gangli nervosi, l’epitelio intestinale) i cromonemi appaiono con forma 
diversa e caratteristica, era chiaro che il completamento necessario della 
ricerca doveva consistere appunto nello studio analogo delle cellule 
germinali. In particolare, per cid che si riferisce alla mitosi, avevo potuto 
distinguere due tipi fondamentali: uno proprio dei tessuti del Nauplius, 
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e un altro dei tessuti del Wetanauplius, del giovane e dell‘adulto. Restava 
ancora da vedere se le mitosi germinali rappresentassero 0 meno un terzo 
tipo, anche perché il problema interessa il fenomeno della oogenesi senza 
sinapsi, affermato da Artom (1906) per le artemie partenogenetiche 
poliploidi di Capodistria e detto da quell’A. partenogenesi somatica. 
E evidente che questo termine ha un senso solo quando si dimostri che 
la mitosi riscontrata nell’ovocito @ identica a quella delle cellule soma- 
tiche; altrimenti non si potra parlare di partenogenesi somatica. Si 
tenga d’altra parte presente che nelle ricerche di ARTOM non si trova 
una disamina di tutte le fasi della cariocinesi, né somatica, né germinale: 
ricerca assai ardua colle teeniche in uso fino a non molti anni fa. 

Una conoscenza completa della maturazione dei gameti nell’ Artemia 
non mi é sembrato che dovesse essere fine a sé stessa, ma mi parve piut- 
tosto la condizione essenziale per tentare poi qualche induzione sul 
patrimonio ereditario di questa specie collettiva, che rappresenta un 
fenomeno cosi raro nel regno animale. x 

Infine, ritengo che il conoscere bene il meccanismo cromosomico 
nelle specie partenogenetiche animali possa servire al tentativo di classi- 
ficare razionalmente i rapporti tra i numerosi fenomeni affini cono- 
sciuti nelle piante, i quali sono gia stati oggetto di esposizioni schematiche 
con criteri classificatori generali (per es. WINKLER, 1908: CHIARUGI, 
1926: DARLINGTON, 1937; FAGERLIND, !940). 

Posso dunque indicare senz‘aitro i tre scopi fondamentali del mio 
lavoro: 

1) completamento e revisione dei fenomeni cromosomici germinali 
nelle diverse forme anfigoniche e partenogenetiche di Artemia 

2) tentativo di analisi del genoma 

3) contributo ad uno studio comparativo generale tra i meccanismi 
cromosomici dellaepartenogenesi animale (apomissia) e delle varie forme 
di apomissia vegetale. 

Vediamo perd ora, prima di tutto, quali sono le conoscenze attuali 
intorno all’artemia prima delle presenti ricerche. 

La specie A. salina comprende un certo numero di forme, da ARTOM 
(1931) denominate biotipi: 


Forma diploide anfigonica (42 cromosomi) 
.  diploide partenogenetica (42 cromosomi) 
tetraploide 3 (84 cromosomi) 

Pf octoploide £5 (168 cromosomi) 


oltre ad una quasi ipotetica forma tetraploide anfigonica. 
La prima costituisce evidentemente il tipo primitive, ed é stata ben 
studiata nei suoi fenomeni cromosomici (ARTOM, 1906 b, ¢c) su materiale 
proveniente dalle saline di Cagliari. 
La seconda fu scoperta da ARTOM a Séte nel 1930, e la maturazione 
delle sue uova @ caratterizzata da una completa sinapsi seguita dall’es- 
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pulsione di un solo globulo polare, oppure da espulsione dei due globuli 
compensata da fenomeni di automissi, cioé dalla fusione del pronucleo 
col IL globulo rientrato (1931). 

La terza costituisce un punto ancora non chiarito: secondo ARTOM 
(1906) essa sarebbe caratterizzata da una totale mancanza di sinapsi 
con espulsione di un globulo polare, ma le fasi iniziali della oogenesi 
furono poco studiate su materiale di Capodistria. Secondo mie ricerche 
precedenti (1935) essa sarebbe invece octoploide (168 cromosomi), 
e avrebbe una meiosi affine e quella della forma partenogenetica diploide. 

Secondo le opinioni da me espresse, essendo octoploide la forma 
ritenuta tetraploide da ARToM, ne esisterebbe anche una veramente 
tetraploide (con 84 cromosomi), dotata pure di meiosi normale fino 
all’espulsione del I globulo polare. Questa forma vivrebbe, insieme alle 
altre forme partenogenetiche, nelle saline di Margherita di Savoia. Dopo 
aleuni anni devo peré riconoscere che la dimostrazione dell’octoploidismo 
(gia affermata da BRavER nel 1893 e da Gross nel 1932) manca ancora 
dei seguenti elementi: 1) di una determinazione esatta del numero cromo- 
somico somatico; 2) di un esame adeguato delle varie fasi oogenetiche, 
per poter affermare con certezza l’esistenza della sinapsi. Infatti la 
tecnica usata, mediante affettatura e colorazione con ematossilina ferrica, 
non permette di prendere in considerazione la fine struttura dei cromo- 
somi, che — essendo numerosissimi e piccoli — costituiscono spesso 
delle immagini assai difficili da interpretare. 

Oggi posso ritornare sull’argomento con una tecnica allora non 
applicata — quella dell’acetocarminio — che consente di studiare mate- 
riale meno rimpicciolito, perché elimina Vinclusione. Gli elementi man- 
canti sono oggi — come si vedra — tutti a portata della ricerca in modo 
da poter risolvere i seguenti quesiti: 

a) se le artemie partenogenetiche poliploidi siano tetraploidi 0 octo- 
ploidi; 

b) se queste artemie abbiano una oogenesi con sinapsi 0 no, e se la 
mitosi che ha luogo durante la maturazione dell’uovo abbia caratteri 
tali da giustificare il termine di partenogenesi somatica. 

Ho avuto poi occasione di trovare forme ancora non conosciute, 
e cioé le artemie anfigoniche polisomiche e le triploidi partenogenetiche, 
che intendo pure descrivere nei loro fenomeni cromosomici. 


Materiale e metodi usati. 
Il materiale usato proviene dalle seguenti localita: 
Artemia diploide anfigonica: America settentrionale (uova schiuse 
in laboratorio) e Cagliari (adulte). 
Artemia diploide partenogenetica: Margherita di Savoia (adulte) e 
Séte (uova schiuse in laboratorio). 











552 Claudio Barigozzi: 


Artemia polisomica: America settentrionale (uova schiuse in labora- 


torio). 

Artemia poliploide triploide e tetraploide: Rovigno (uova schiuse in 
laboratorio). 

L’allevamento venne fatto secondo le norme seguite generalmente da me, 
e esposte nel mio lavoro del 1939. 

I preparati di cellule germinali furono eseguiti in parte col carminio acetico 
(colorando frammenti del corpo contenenti le gonadi), protraendo la colorazione per 
circa 1 ora; in parte colla fissazione in Bonin e la colorazione delle fette con ema- 
tossilina ferrica. Il primo metodo serve bene per studiare la sinapsi e la diacinesi, 
mentre il secondo é indispensabile per quegli stadi nei quali la grande quantita 
di vitello degli oociti pud rendere illeggibili i preparati per schiacciamento. 

Per rendere pit evidente la necessita di impiegare le due tecniche, illustrerd 
brevemente la struttura della gonade femminile di Artemia. Essa ha forma conico- 
cilindrica, e consta di un cordone di cellule, posto nella cavita del corpo a destra 
e a sinistra del tubo intestinale. La parte cefalica della gonade é pit sottile e com- 
prende le oogonie; procedendo verso l’estremita caudale si incontrano gli oociti. 
In questi ha luogo l'arricchimento di vitello e, fin tanto che questo é scarso, lo 
schiacciamento pud essere fatto con profitto. In altre parole: il carminio acetico 
puo servire per preparare le gonadi di artemie giovani. Quandc gli oociti assumono 
ormai l’aspetto di piccole uova, scendono verso l'utero, dove ha luogo l’emissione del 
globulo o dei globuli polari. A questo punto (artemia adulta) la massa cromatinica 
é cosi piccola, in confronto della massa deutoplasmatica, che solo la sezione pud 
permettere di ritrovare il punto dell’uovo nel quale si trovano i cromosomi. 

Lo studio delle oogonie richiede in parte I’uso di sezioni anche per un’altra 
ragione. Siccome esse si dividono nelle artemie immature, nelle quali si trovano 
sempre anche mitosi in altri organi, é facile confondere mitosi goniali con mitosi 
somatiche. La confusione é invece impossibile nei preparati in sezione. 

L’osservazione dei preparati venne eseguita con luce artificiale ordinaria per 
queili colorati con ematossilina ferrica; con luce verde, per quelli al carminio acetico. 

I disegni furono eseguiti colla camera lucida di ABBE; le fotografie con l’oculare 
4 comp. ZEIss e lobiettivo 1/15 Koristka imm. Queste furono poi ingrandite. 


L’assetto cromosomico e la gametogenesi nelle diverse forme di Artemia. 
1. Artemia diploide anfigonica. 

Caratteri dell’assetto cromosomico somatico. 

Nelie piastre equatoriali somatiche si contano 42 cromosomi, quasi 
puntiformi, pressoché uguali tra loro (fig. 1). Se si studiano gli stadi 
iniziali della mitosi, si possono pero distinguere elementi telomitici ed 
atelomitici, dei quali mi sono gia occupato altrove (1942). 


Caratteri della meiosi. 

a) Oogenesi. Dopo una serie di divisioni oogoniali, che si possono 
studiare con difficolta per il loro numero esiguo, ma che sembrano simili 
a quelle somatiche del Nauplius, ha luogo una sinapsi regolare. Dallo 
stadio pachitene si passa ad una diacinesi, durante la quale i cromosomi 
sono dapprima pallidi e a contorni indecisi. La prometafase della I 
divisione écaratterizzata da una incompleta concentrazione dei cromosomi, 
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che sono distribuiti in modo ineguale entro una cavita nucleare molto 
grande. Questo stadio si conserva per tutto il tragitto degli oociti (ormai 
completamente arricchiti di vitello) dall’ovario all’utero. La metafase I 
vista di profilo (fig. 2a, 2b), mostra come siano conformate le tetradi, 
specialmente se si esamina quella un po’ isolata in basso. Essa presenta i 
cromatidi fratelli (due in alto, due in basso in fig. 2b) uniti ancora solo 
per il centromero', in posizione terminale o subterminale, mentre le 
estremita distali sono in contatto con il corrispondente cromatidio omo- 
logo (vedi lo schema ricavato dalla microfotografia). eo 
Questa tetrade che abbiamo preso come tipo, rap- é + 
presenta evidentemente una coppia di cromosomi @ 
telomitici o subtelomitici, la cui esistenza @ provata “es + 
dalle mie ricerche gia ricordate sulle mitosi soma- ¥>) 
tiche (1942). %; 

Le altre parti della oogenesi, gia descritte esau- Fig. 1. Piastra equato- 
rientemente da ArTom (1908), non richiedono una Fesngti i ra 
particolare analisi. plius).Color.carminio 

Riguardo ai fenomeni di spiralizzazione, non — *¢ti’e- Iner.-800 volte 
posso dire nulla, perché la tecnica adoperata per lo 
studio delle divisioni maturative non permette l’analisi strutturale dei 
cromosoimi. Posso perd affermare che la lunghezza dei cromosomi soma- 
tici sembra equivalere a quella dei cromosomi germinali. Questa con- 
statazione vale anche per le altre forme che descrivero. 





a a b b 


Fig. 2. a) Metafase I di artemia diploide anfigonica femmina. b) Idem di artemia diploide 
partenogenetica (a sin. fotografia, a destra disegno corrispondente). Color. Ematossilina 
ferrica. Ingr. 2500 volte circa. 


b) Spermatogenesi. Ho studiato anche Ja spermatogenesi, che finora 
non era mai stata presa in considerazione. I] modo con cui si svolge, 
corrisponde allo schema tipico, come era del resto presumibile. Non 
daré dunque una descrizione completa, ma mi intratterrd principalmente 
su quegli stadi che serviranno poi di confronto con altri, appartenenti 
alla forma tetraploide partenogenetica. 

Le divisioni spermatogoniali permettono une studio ~-eurato molto 
pit delle oogoniali, perché le spermatogonie sembraur coocre assai pill 


1 Tl centromero non é direttamente visibile; é la forma dei cromosomi che ne 
fa individuare la posizione. 
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numerose delle oogonie. Durante la profase compaiono stadi che ricordano 
quelli delle mitosi somatiche del Nawplius (BARIGOzzI, 1942), segnatamente 
le spirali profasiche: i cromosomi metafasici sono identici a quelli somatici 
nello stadio corrispondente. Lo stadio leptotene é@ tipico (fig. 3), e cosi 
-~, pure il pachitene, che (fig. 4) @ carat- 

terizzato da filamenti tesi, come se 
fossero rigidi. Il diplotene @ poco 
chiaro; le tetradi assumono rapida- 
mente un aspetto compatto, senza che 
Fig. 3. Fig. 4. si svolga quel processo di impallidi- 

Fig. 3. Artemia diploide maschio: sper- mento che @ caratteristico per Ja 
“Reed t. 1eh e aoe oogonesi. Le mitosi maturative non 
Fig. 4. Artemia diploide maschio: sper- _ presentano aleun particolare interesse : 
matocito fn, stadio buchitene, Cola. Je tetradi degli spermatociti sono con- 
' formate — come @ naturale — allo 

stesso modo di quelle degli oociti. Non sembra che le divisioni meiotiche 
presentino cromosomi pit accorciati di quelli delle divisioni somatiche. 





2. Artemia diploide partenogenetica. 

Caratteri dell’assetto cromosomico somatico. 

Il numero e i caratteri dei cromosomi corrispondono a quelli dellar- 
temia diploide anfigonica. Le differenze riscontrate da ARTOM (1931) 
credo siano — spiegabili 
quando si riconosca che 
VA. confrontd tra loro 
stadi non perfettamente 
uguali. Infatti, tanto 
l'uno quanto V’altro rap- 
presentati nelle sue fi- 
gure, non sono metafasi, 
ma prometafasi in mo- 
menti diversi; quella ap- 
partenente —all’artemia 
Fig. 5. Sezione trasyersale di ovario di artemia diploide diploide partenogenetica 
anfigonica. Color. ematossilina ferrica. Ingr. 320 volte = - 

_circa (semischematica). sembra essere pit tardiva 

; dell’altra. Concludo che 

nelle due forme (come del resto anche in tutte le altre), i cromosomi 
metafasici sono identici e in forma di granulo. 

Caratteri della meiosi. 

La meiosi fu gia studiata completamente da ArToM (1931) su materiale 
di Séte, e da me (1935) su materiale di Margherita di Savoia. Sebbene 
non credo che vi sia altro da aggiungere, tuttavia vi sono alcuni punti 
fondamentali su cui desidero insistere. Anzitutto l’esistenza della sinapsi, 
come risulta dalla fig. 5 (il gruppo di cinque cellule in mezzo) poi di una 
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diacinesi con impallidimento delle tetradi, come appare dalla stessa 
figura; infine lidenticita tra l’aspetto della forma descritta preceden- 
temente (cfr. fig. 2a). Con questa divisione vengono allontanati i coniu- 
ganti; nel maggior numero dei casi, dopo questa telofase non hanno 
luogo altre divisioni; dunque la meiosi é interrotta a questo punto. 

Qui é opportuno istituire un raffronto tra la meiosi normale e questa 
meiosi interrotta prima della II divisione. Nella meiosi normale, dopo 
la fine della prima divisione, si effettua la divisione vera dei cromosomi, 
che interessa anche i centromeri. Invec, nell’artemia diploide parteno- 
genetica questi non si dividono durante la mitosi: i cromosomi doppi 
(le diadi, coi due cromatidi pronti per staccarsi) entrano dunque in uno 
stadio di riposo, durante il quale perd si completa la divisione, compresa 
quella dei centromeri. In quale momento il fenomeno avvenga, non 
sappiamo: alla prima divisione di segmentazione i cromosomi sono 
pero 42 semplici, e non 21 diadi. 

Ora ci si pué chiedere se questo fenomeno non corrisponda a qualche 
altro, noto per le cellule somatiche. Le ricerche di GEITLER sui Rincoti 
(riassunte nel lavoro del 1941) hanno illustrato per prime l’endomitosi 
(ricorrente frequentemente anche nei tessuti di Artemia), che corri- 
sponde perfettamente a cid che ArToM (1931) chiamo la ,,conversione 
di diadi in cromosomi semplici,,, cio@ ad una divisione di centromeri 
entro un nucleo in riposo. 

Possiamo Gunque dire che la meiosi delle artemie diploidi parteno- 
genetiche é caratterizzata generalmente dall’avere unaspeue di endomito- 
siche tiene luogo della II divisione di maturazione. 

Cirea i rapporti tra mitosi somatiche e divisione meiotica, resta 
ancora da mettere in evidenza un fatto singolare. 

Le artemie diploidi partenogenetiche, anche se derivate dalle anfi- 
goniche, sono stabilizzate indefinitamente nel loro stato, in modo che 
non si pud pit parlare di «sinapsi tra cromosomi paterni e materni», 
ma tra cromosomi omologhi materni. Ora é notevole il fatto —in sé gia 
descritto da Artom nel lavoro citato — ma non commentato con parti- 
colare attenzione — che i cromosomi omologhi si attraggono anche se, 
nell’oocito da cui deriva ogni individuo, essi erano cromatidi fratelli, 
appartenenti cioé a uno stesso cromosoma. 

Assistiamo dunque ad un esempio di attrazione tra elementi che in 
generale possono essere ritenuti, pi che omologhi, geneticamente identici. 

Dalle ricerche di Artom (1931) e mie (1935) risulta tuttavia che il 
meccanismo per ristabilire il numero diploide mediante 1]’endomitosi 
finale, non é il solo che si riscontra in questa forma: esistono anche 
delle automissi, che ricongiungono il II globulo polare regolarmente 
espulso col pronucleo aploide. ARrtTom (1931) infine descrive un terzo 
modo per conservare il numero diploide e lo denomina per «deconiugazione 
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dei cromosomi diacinetici»; esso consisterebbe nella messa in fuso non 
gia di 21 tetradi, ma di 42 diadi. In questo caso si verificherebbe uno 
schema di maturazione analogo a quello che troveremo nelle forme 
peliploidi. E opportuno vedere ora se questa «deconiugazione» diaci- 
netica sia interpretabile secondo il concetto di ARTOM. 

Il fatto fondamentale, che si desume dalla figura 49 della memoria | 
del 1931 di tale Autore é che l’allontanamento delle diadi avverrebbe 
solo durante la metafase, mentre non sono indicate osservazioni di 
deconiugazione pit precoci. Ora, se guardiamo bene la figura che rap- 
presenta le tetradi dette in deconiugazione, ci accorgiamo che esse sono 
press’a poco uguali a quelle visibili nella mia fig. 2, a proposito della 
quale mettevo in evidenza il fatto, ben noto, che 
alla metafase riduzionale l’unione tra i cromatidi 
fratelli € ormai quasi totalmente finita, e limitata 
alla zona del centromero. Dunque la figura di 
Arto, secondo le vedute acquisite recentemente 
sull’andamento generale della meiosi, starebbe a 
dimostrare solo un manifestarsi nella I divisione 
(precoce ma frequentissimo) della spaccatura che 
Fig. 6. Metafase I (tar-  Seonera il piano di divisione della seconda divi- 
diva) di artemia parte- Z 2 A 
nogenetica diploide. Co-- sione mitotica. In conclusione, io ritengo che le 
bg Taam tetradi rappresentate nella fig. 49 di ARTom non 

siano in deconiugazione; con questo non intendo 
pero negare lesistenza della deconiugazione in.sé, che pud probabilmente 
avvenire in stadi pit’ precoci, e cioe durante la diacinesi. Altre figure 
di ArTom (la 51 e la 52 specialmente) dimostrano in modo evidente una 
messa in fuso di 42 diadi. In questo caso perd —e su questo punto 
tornero a proposito della forma tetraploide — il globulo espulso, siccome 
deriva da una mitosi con divisione di centromeri, corrisponde non gia 
al primo ma al secondo. 





3. Artemia polisomica anfigonica }. 

Siccome queste artemie furono tutte preparate coll’ematossilina 
ferrica, non ho potuto studiarne l’aspetto dei cromosomi mitotici. 

Il corredo cromosomico a sinapsi avvenuta é rappresentato a modo 
di esempio nella fig. 7, dove si vede uno stadio di metafase tipica, con 
23 tetradi anziché 21. Ho riscontrato perd piastre equatoriali di altri 
individui con numeri anche maggiori, come per es. 28. Il fenomeno 
della polisomia si presenta non raro (almeno nel materiale americano di 
cui disposi), perché su una quindicina di esemplari studiati, vi furono 
almeno tre o quattro polisomici. 

Il fatto di non aver potuto eseguire preparati per schiacciamento mi 
impedisce di sapere se durante Ja sinapsi avvengano riunioni multi- 


1 Questa forma viene descritta ora per la prima volta. 
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valenti, prodotte dalla presenza di cromosomi soprannumerari; é certo 
ad ogni modo che le eventuali associazioni polivalenti sono completa- 
mente sciolte alla metafase: infatti non ho trovato elementi di forma 
particolare, come suole essere in quelli che risultano da pii di quattro 
cromatidi. Cosi nella piastra della fig.7 io affermerei l’esistenza di 
23 vere e proprie tetradi, corrispondenti a 46 cromosomi. Le sopran- 
numerarie sarebbero cosi due. 

Chiudo questo paragrafo notando che la polisomia era stata inter- 
pretata precedentemente da me (1938) come poliploidia, anzitutto per 
avere compiuto dei conteggi di cromosomi somatici, 
e poi per avere misurato i nuclei dell’epitelio inte- 
stinale: i conteggi delle tetradi mi avevano dato 
numeri intermedi fra 21 e 42. Oggi riconoseco — 
dopo la mia ricerca gia citata del 1942 — che il 
poliploidismo somatico pud essere responsabile di 
numeri cromosomici somatici diversi da quelli a Y: 
delle cellule germinali; inoltre — gia colla mia pt Sa 
ricerca del 1940 — ho dimostrato Vimpossibilité di (23 tetradi) anfigonica 
determinare il numero in base alle sole dimensioni a ake “ff 

. Ingr. 
nucleari. Concludo dunque che gli argomenti da 2500 volte circa. 
me invocati per interpretare come poliploidi le 
artemie anfigoniche con numeri cromosomici superiori a 21, non erano 
sufficienti. 





< aie 


4. Artemia tetraploide partenogenetica. 
Caratteri dell’assetto cromosomico somatico.: 

L’assetto cromosomico che compare nelle mitosi somatiche e oogoniali 
comprende 84 elementi (fig. 8), il doppio cioé di quello corrispondente 
nella forma diploide. I caratteri morfologici dei cromosomi sono identici 
a quelli delle altre forme, contrariamente a quanto notava STELLA (1933) 
sulla scorta delle osservazioni di ARToM. Da gran numero di preparati 
di Nauplius e Metanauplius posso concludere con certezza che i cromosomi 
metafasici di tutti sono sferoidali: l’aspeito a bastoncino é invece tipico 
della profase tardiva e della prometafase. Ho considerato comparativa- 
mente la dimensione dei cromosomi tra forme diploidi e forme poliploidi, 
per vedere se era sostenibile le tesi di HERTW1G (1931), che ritenne — 
in base alle figure di ARTOM — essere i cromosomi delle artemie poli- 
ploidi bivalenti rispetto a quelli delle artemie diploidi. Se fosse vero 
che il volume di ogni singolo cromosoma — degli 84 che possiede l’artemia 
poliploide — é doppio di quello dei 42 della forma diploide, si conclude- 
rebbe che l’artemia con 84 elementi ne ha in realt& 168, ed é, cioé, octo- 
ploide. Le mie osservazioni mi hanno convinto della uguale dimensione 
dei cromosomi metafasici di cellule analoghe, nelle due forme: basta 
considerare le due figure 1 e 8. La diversa valutazione di HERTWIG¢ si basa 
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su un materiale figurativo esiguo, che — inoltre — riproduce stadi non 
del tutto identici. Dunque, siccome tra gli assetti cromosomici somatici 
delle due forme non vi é altra differenza oltre a quella numerica, si deve 
concludere che la forma poliploide con 84 cromosomi é tetraploide rispetto 
a guella con 42 cromosomi. 

Caratteri della meiosi. 

La meiosi — se di una vera meiosi si pud parlare — é@ stata presa 
in particolare considerazione, perché a questo proposito i pareri dei 
vari ricercatori sono discordi. Secondo BRavER (1893) — che pero non 
studio le fasi iniziali — la mitosi che si incontra negli oociti gid discesi 
nella cavita uterina é una divisione di tetradi, tanto che, talvolta, sarebbe 
stata osservata anche l’espulsione del II globulo 
polare. PETRUNKEWITSCH (1902) é sostanzialmente 
dello stesso parere, mentre FRrEs (1909) sostiene che 
nell’artemia di Odessa — che, quando é parteno- 
genetica, é da ritenersi uguale a quella di Capo- 
distria studiata da BRAUER e da PETRUNKEWITSCH 
—non abbia luogo sinapsi. ArTom (1911) non studid 
Fig. 8. Piastraequato- i primi stadi dell’oogenesi, ma afferm6d che gli 84 
pen seadiinans. corpi messi in fuso sono-diadi e non tetradi. Nel 
ca (Nauplius). Color. 1932 Gross torno ad affermare che le artemie il cui 
oar 80O wale ac" globulo polare contiene 84 cromosomi sono octo- 

ploidi, perché vengono messe in fuso in realta 84 
tetradi, e con cid si ritorna ad ammettere l’octoploidismo di questi indi- 
vidui. L’affermazione di Gross sembrava ricevere un particolare fon- 
damento dall’osservazione di artemie con 42 tetradi e cioé veramente 
‘tetraploidi.- Gross non studié pero le prime fasi della meiosi. Nel 1935 
io ripresi l’argomento, e mi sembro, in massima, che il materiale esa- 
minato da me (artemie di Margherita di Savoia, come quelle di Gross) 
constasse di esemplari diploidi, tetraploidi e octoploidi, tutti parteno- 
genetici, come aveva affermato ]’Autore precedente. Io fondavo le mie 
conclusioni sui seguenti fatti. Anzitutto sullo studio delle prime fasi 
della meiosi, che mi fece condurre a vedere la sinapsi anche nella forma 
con 84 ,,tetradi’”. Poi sulla mitosi osservata in un caso in globulo polare 
come suole essere possibile quando il globulo stesso contiene 84 diadi. 
Su queste basi mi sembré lecito interpretare gli ovociti con 21 elementi 
come diploidi, quelli con 42 elementi come tetraploidi e quelli con 84 come 
octoploidi. Dei due elementi sui quali si basa la mia dimostrazione, il 
secondo credo sia difficilmente oppugnabile, mentre il primo pud essere 
preso in searsa considerazione, perché é difficile decidere sulla strut- 
tura di filamenti numerosi, assiepati in nuclei piccoli. Le tecnica 
istologica allora usata (colorazione di fette con ematossilina ferrica) 
era la migliore di cui potessi disporre, mentre oggi gli schiacciamenti 
con carminio acetico possono eliminare l’impiccioli mento causato dall’in- 
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clusione, e facilitare la lettura del preparato. Percid oggi si poteva pre- 
vedere di rendere pit atiendibili le conclusioni sulla esistenza o meno 
della sinapsi, argomento principe per decidere sul grado di poliploi- 
dismo. La divisibilitaé del globulo polare (che devo ritenere un fatto 
rarissimo) vale poi — a rigore — solo per il caso in cui la si osserva: 
generalizzando, si corre il rischio di considerare come octoploidi degli 
individui tetraploidi, che vivono mescolati coi primi. Nella mia ricerca 
del 1935 c’era poi una lacuna: non avevo potuto contare i cromosomi 
somatici, che forniscono un altro elemeno di importanza fondamentale. 
Nelle mia precedente ricerca sui cromosomi somatici ho gia potuto 
stabilire che essi non sono mai pit di 84, dunque devo escludere l’octo- 
ploidismo, tranne quando te 4 
non si riscontrino fatti di se 
significato contrario, come 
per es. la divisione del 
I globulo polare. Poste 
queste premesse bibliogra- 
fiche, veniamo a descrivere 
la maturazione dell’uovo 
della forma poliploide pit 





comune, che consideriamo £3 cc ean Be Fs ; : Si 
. i Fig. 9. Oogonia di artemia tetraploide in stadio dipro- 
ormai senz’altro come te- fase precoce, colle spirali in formazione. Color. 


traploide Ecco ora i resul- carminio acetico. Ingr. 1750 volte circa. 
: Sunes: Fig. 10. Profase di oocito tetraploide. Color. carminio 
tati delle osservazionicom- acetico. Ingr. 1750 volte circa. 


piute. 

Le divisioni oogoniali decorrono nel modo solito, cioé sono simili alle 
mitosi del Nauplius, come ho fatto notare a proposito della forma 
diploide. Alla fine di queste mitosi il nucleo contiene filamenti con 
spirali minute, che si trasformano: con questa trasformazione si inizia 
la profase dell’ovocito (fig. 9). E opportuno — a questo momento — 
comparare gli stadi di questa forma con quelli della forma diploide, 
ed allora risulta nettamente che — mentre nei diploidi lo stadio di 
sinapsi si delinea tosto con assoluta chiarezza, in ambedue i sessi, come 
appare dalle figg. 4 e 5 — nelle artemie tetraploidi si passa ad uno stadio 
rappresentato nella fig. 10, che considereremo attentamente. I cromo- 
somi vi appaiono filamentosi, assai allungati, con andamento sinuoso. 
Essi sono assai pit spessi di quelli delle spirali profasiche del Nauplius, 
molto pit spessi anche di quelli pachiteni (v. fig. 4) e, infine, a contorni non 
chiari, come non si verifica in alcun altro stadio. Tra i cromosomi, alcuni 
sono pit lunghi, altri pii brevi o brevissimi, come si osserva nello stadio 
delle spirali profasiche. Perd, se possiamo omologare questo stadio a 
quello, dobbiamo riconoscere che qui le spire sono assai meno evidenti. 
Dopo questo passaggio, che sostituisce la sinapsi, si passa ad un accorcia- 
mento fortissimo e rapido dei cromosomi, che diventano pallidi e a 











560 














































5 


odboy 
ge 


ij 
#2 


2 50 °.,”, 
200° 56 35595 
20%, S50% ea 2 
Oo 
oo: >< 
o' °, 
200 %g8So 





Fig. 11. Sezione trasversale di ovario diartemia 
tetraploide partenogenetica. Color. ematossi- 
lina ferrica. Ingr. 320 velte circa. 
(semischematica). 


nucleo vescicoloso contiene 84 cromoso 


Fig. 12. Profase tardiva di oocito tetraploide: i cro- 
mosomi stanno acquistando l’aspetto di nubecole. 
Color. carminio acetico. Ingr. 1750 volte circa. 


vazione di profilo (fig. 14), perché si p 
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differenze colla figura analoga (fig. 2) delle artemie diploidi. Nel caso 





contorni indecisi (fig. 12). Questo momento corrisponde ad un aumento 
delle dimensioni del nucleo e ad un iniziale arricchimento in vitello del 


citoplasma. Gli ovociti sono ora 
nella parte inferiore dell’ovario, 
verso l’utero. Appena i cromo- 
somi hanno perso l’aspetto fila- 
mentoso per assumere quello 
di nubecole, é possibile contarne 
84. Si pud dunque concludere 
che — siccome si mantiene il 
numero cromosomico oogoniale, 
senza stadio disinapsi—durante 
Ja maturazione di queste uova 
non ha luogo una vera meiosi. 
Perd, a partire dallo stadio di 
spirale profasica, i nuclei si pre- 
sentano con un aspetto che non 
differisce — salvo il numero cro- 
mosomico — dai nuclei diploidi. 
Basta confrontare le immagini 
rappresentate nelle fig. 5, 10, ll 
e 12 per convincersene. 

I cromosomi diventano sem- 
pre pit. tozzi e grandi, man 
mano che l’oocito si arricchisce 
di vitello. Alla fine, quando 
Vuovo é ormai uscito dall’ovario 
per cadere nell’utero, il grande 
mi granulari doppi che si rive- 


stono di matricee assumono un aspetto compatto, irregolarmente distri- 


buiti nella cavita nucleare: 
cosi si giunge alla prometa- 
fase. La metafase vista di 
piatto (fig. 13) mostra 84 pic- 
coli cromosomi di dimensioni 
assai uniformi, che, in sé, 
non dimostrerebbero con chia- 
rezza di essere tetradi piut- 
tosto che diadi; noi perd 
sappiamo che essi provengono 
da 84 cromosomi non appaiati, 
e percid li riteniamo diadi. 
Pitinteressante éla loro osser- 
ossono notare delle sostanziali 
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della fig. 14 si vede bene che i cromosomi constano di due cromatidi, 
uno in posizione superiore e uno inferiore, senza quelle forme a rosetta 
allungate nel senso dell’asse del fuso, cosi tipiche per la divisione delle 
tetradi. 

Possiamo dunque concludere che nella maturazione dell’uovo tetra- 
ploide ha lwogo una mitosi, ma non una meiosi; che perd gli stadi profasici 
assomigliano a quelli della meiosi, 
e si staccano da quelli delle mitosi 
somatiche. 

Siamo cosi arrivati alla es- 
pulsione del globulo polare. Esso 
é unico, come ha affermato AR- 
TOM e contrariamente a quanto 
ha creduto BRAUER, che pudaver 
studiato su un materiale diverso Fig. 13. Metafase maturativa di oocito di arte- 
da quello usato dagli altri, Si ™S,tetmploide partenorenetica a sin, foto 
tratta ora di vedere quale valore _ematossilina ferrica. Ingr. 2500 volte circa. 
ha questo unico globulo polare. 

Parte degli AA. che ammettono l’unicita della divisione maturativa in 
questa forma (per es. ARTOM) o in altre specie analoghe, affermano che 
si tratta del I globulo polare, e questa affermazione pud sembrare leggit- 
tima specialmente quando non si tenga conto delle concezioni recente- 
mente acquisite sulle due divisioni maturative, e quindi sui due globuli 
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Fig. 14. Lo stesso stadio della figura precedente, visto di profilo (asin. fotografia, a destra 
disegno corrispondente). Color. ematossilina ferrica. Ingr. 2500 volte circa (cfr. fig. 2). 


polari. Ma se si considera (come gia fecero VON BAEHR ,1919, e VANDEL, 
1928) che il I globulo polare é caratterizzato dal contenere diadi (con 
centromero indiviso, aggiungiamo oggi) mentre il secondo contiene 
cromosomi semplici (= cromatidi) e durante la sua espulsione si verifica 
una divisione di centromeri, non v’é dubbio che l’unico globulo polare 
normalmente espulso dalle artemie tetraploidi ha valore di II globulo. 
Le conseguenze genetiche di questo fatto verranno considerate tra poco. 

Questo é lo schema che possiamo considerare normale. Non escludo 
tuttavia che — durante la profase — possano aver luogo delle varianti, 
specialmente nei confronti della sinapsi. In qualche cellula sporadica 
do osservato filamenti cromosomici spessi e diritti, che ricordano quelli 
hel pachitene, e sarei percid incline a non escludere che — in qualche 
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caso — possa aver luogo una sinapsi pitt o meno incompleta. Peréd, siccome 
nel materiale da me studiato non ho mai osservato una metafase con 
42 tetradi, devo pensare che, in generale, una eventuale sinapsi sia 
seguita o da. una desinapsi o da una degenerazione dell’oocito. 

Concludendo: le artemie poliploidi che contengono 84 elementi nel 
fuso di direzione sono tetraploidi, non hanno sinapsi, emettono un solo 
globulo polare che ha valore di secondo: il modo di maturazione delle 
loro uova si stacca cosi totalmente da quello seguito dalle artemie diploidi. 
Con queste affermazioni si torna alla tesi di ARTOM, con una limitazione. 
Questo Autore aveva parlato di partenogenesi somatica, come se la 
espulsione del globulo polare fosse la conclusione di una comune mitosi 
di tipo somatico; le peculiaritaé descritte a proposito della profase della 
mitosi maturativa ci insegnano invece che le analogie colle mitosi soma- 
tiche sono scarse, e le caratteristiche proprie della mitosi ovogenetica 
sono rilevanti. 


3. Artemia triploide partenogenetica 1. 


Sembrerebbe forse pit logico trattare le diverse forme secondo l'ordine crescente 
del loro numero cromosomico, e in questo caso la triploide avrebbe dovuto natural- 
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Fig. 15. Prometafase (in due sezioni successive) di divisione maturatiya di oocito di artemia 
triploide partenogenetica (a sin. fotografia, a destra disegno corrispondente). Color. 
ematossilina ferrica. Ingr. 2500 volte circa. 


mente avere la precedenza sulla tetraploide. Siccome pero quella segue — come 
si vedra — lo stesso schema di questa ed é meno conosciuta nei particolari dei suoi 





Fig. 16. Metafase maturativa di oocito di artemia triploide partenogenetica; visto di profilo 
(a sin. fotografia, a destra disegno corrispondente). Color. ematossilina ferrica. Ingr. 
2500 volte circa. 


fenomeni cromosomici, ho creduto pitt opportuno alterare l’ordine e trattare prima 
la tetraploide. 

La prima femmina triploide — o presumibilmente tale — fu trovata 
casualmente in un lotto di esemplari allevati in laboratorio nel 1940, 
da uova provenienti da Portorose. In questo esemplare rinvenni molte 





1 Questa forma viene descritta ora per la prima volta. 
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uova in corso di maturazione, e alcune permisero un conteggio dei cromo- 
somi. Disgraziatamente in nessun punto trovai delle piastre equatoriali 
viste di piatto, e percid dovetti eseguire il conteggio stesso su prometafasi, 
che risultarono distribuite in sezioni successive. Queste condizioni 
possono indurre nell’errore di qualche unita; peré nel caso pit attendibile 
(fig. 15 a, b) osservai 63 cromosomi. L’esame degli oociti giovani mi 
permise di stabilire che non sembra aver luogo sinapsi, e cioé che lo 
schema maturativo sembra essere lo stesso della forma tetraploide. 
Una riprova la troviamo esaminando le metafasi viste di profilo (fig. 16) 
che dimostrano — in base alle ragioni esposte a proposito della forma 
tetraploide — un aspetto tipico di mitosi equazionale. Se i 63 cromosomi 
messi in fuso sono cromosomi semplici, questa forma deve essere inter- 
pretata come triploide (21 x3 = 63). Qualora ulteriori accertamenti 
dovessero stabilire che i cromosomi sono in numero un poco maggiore 
o minore, si dovrebbe allora pensare ad una forma eteroploide, formatasi 
secondariamente su una base triploide. 

La femmina primitiva si riprodusse, e ottenni una discendenza di 
6 esemplari. Si pud dunque concludere che il triploidismo rappresenta 
in questa specie una forma fertile. Siccome successivamente il ceppo si 
estinse, non ebbi possibilité di studiare i cromosomi somatici. 


6. Artemia octoploide partenogenetica e tetraploide anfigonica. 

Per completare l’elenco delle forme conosciute, dedico un breve cenno 
alle Artemie octoploidi. Credo di poter affermare in generale che le 
artemie con numero di cromosomi somatici pit elevato siano quelle che 
ne hanno 84, e si é visto che queste sono tetraploidi. Dunque la tetra- 
ploidia rappresenta il grado di poliploidismo generalmente diffuso. 
Tuttavia l’individuo di Margherita di Savoia nel quale osservai (1935) 
la divisione del globulo polare credo debba venire interpretato come 
octoploide, perché mi sembra pit difficile ammettere che un globulo 
polare abbia la facolta di riprodursi, e cioé abbia avuto la possibilita 
di raddoppiare la propria massa e dividersi. 

Dunque, se pure rare od eccezionali, esistono anche artemie parteno- 
genetiche octoploidi. Meno provata é l’esistenza di artemie tetraploidi 
anfigoniche, che ARTOM (1924) ritenne probabilmente viventi a Odessa. Io 
non ho alcun elemento per contribuire alla conoscenza di questa forma. 


7. Collegamento tra i diversi mutanti. 

Le varie forme di Artemia sono in realta delle mutazioni genomiche, 
collegate tra loro da un rapporto di derivazione, tanto che ARTom (1931) 
e STELLA (1933) hanno gid delineato una specie di albero genealogico 
fra quelli che ArtomM denomin6 biotipi ?. 





1 To tenderei & scartare questa denominazione per sostituirla col termine di 
»mutante“, che mi sembra migliore perché non lascia dubbio sul suo significato 
genetico. 

Chromosoma. 2 Bd. 38 
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Mi limiteré ora a indicare rapidamente quale debba essere il collega- 
mento tra i mutanti gia noti e quelli fatti conoscere ora per la prima volta. 
1) Il ceppo primitivo @ senza dubbio quello diploide anfigonico 


1 letrapluie anfiganica (Odessa?) 


eens 
oP bp 8 


& Polisomica onhigonica (America Seft) 


a Ochs 
iy 


5. Iniploide portenogenetica (Portorase) 
4, letraploide partenogenetica (Portorase) 
@) ©) 


©) 


6. Dctoploide partenogenetica (Margherita di Savaia) 


(a)? 


Fig. 17. Schema genealogico dei mutanti. I cerchi pit 
grandi indicano le uova; quelli piu piccoli i globuli 
polari, quelli con un filamento sinuoso, gli spermatozoi; 
le freccie pit unghe le derivazioni fra i mutanti; quelle 
pit brevi, poste fra i gameti, la fecondazione. 





(vivente per es. a Cagliari) 
con 42 cromosomi. 

2) Da questo deriva 
ovviamente il mutante 
diploide partenogenetico 
(vivente per es. a Séte), 
colla caratteristica di man- 
care della seconda divi- 
sione maturativa, sosti- 
tuita da una endomitosi. 

3) Dalle artemiediploidi 
anfigoniche derivano pure 
le eteroploidi anfigoniche 
{viventi per es. neli’Ame- 
rica settentrionale (Cali- 
fornia ?)]. L’origine degli 
individui polisomici pud 
essere cercata in quei feno- 
meni di non disgiunzione 
che vengono invocati ge- 
neralmente per spiegare 
il fenomeno nelle piante, 
nelle quali é relativamente 
frequente. Un raddoppia- 
mento completo dell’asset- 
to in ambedue i sessi pud 
condurre invece al tetra- 
ploidismo anfigonico, che 
si realizza forse nelle arte- 
mie di Odessa. 

4) Dalle artemie par- 
tenogenetiche diploidi si 
possono pensare derivate 
le tetraploidi, quando una 


mancata espulsione del globulo polare c una automtti successiva abbiano 
raddoppiato l’assetto cromosomico. Dati i fenomeni di automissi osservati 
da BRAUER (1893), da ARTOM (1931) e da me (1935), non é difficile supporre 
un raddoppiamento dell’assetto cromosomico in seguito a ritorno nell’ uovo 
del nucleo del globulo polare e sua fusione col pronucleo femminile. 

5) Sempre dalle artemie diploidi partenogenetiche si possono ritenere 
derivate le partenogenetiche triploidi: per spiegare il meccanismo di 
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origine di queste si pud supporre una automissi tra il pronucleo (42 cromo- 
somi) e uno dei nuclei figli del primo globulo polare: 42 + 21 = 63. 
Che il primo globulo polare possa dividersi é infatti provato dalle osser- 
vazioni compiute da Artom (1931) sulle artemie di Séte, dove la auto- 
missi tra nucleo figlio del I globulo polare - pronucleo possono ritenersi 
non infrequenti, anche se poi artemie triploidi non furono osservate mai. 


6) Dall’artemia tetraploide partenogenetica pud derivare il mutante 
octoploide, e — teoricamente — si possono prevedere altri gradi di 
poliploidismo pit elevato. 

Come conclusione, possiamo raccogliere i dati esposti nello schema 
genealogico della fig. 17. 


II. Il genoma nei mutanti di Artemia. Tentativo di analisi genetica. 


La conoscenza dell’assetto cromosomico, dell’andamento della meiosi 
e delle modalita con cui ha luogo la riproduzione di una specie consti- 
tuiscono le premesse per studiarne il patrimonio ereditario. Questo 
é appunto quello che possiamo ora tentare per la specie che ci interessa. 
Pero l’analisi del patrimonio ereditario (diciamo senz’altro del genoma) 
é legata al numero di mutazioni conosciute: in una specie nella quale 
le mutazioni sono scarse, le possibilitaé di procedere oltre i dati della 
pura citologia rimangono altrettanto scarse. Questo é purtroppo il 
caso dell’artemia, che si presenta appunto con una grandissima omo- 
geneita fenotipica, quando si prescinda dalle variazioni della furca, 
che non hanno valore genetico (ArToOM, 1906), e dalla grandezza nucleare, 
che @ invece ereditaria. 

Siamo dunque costretti a valerci di questo ultimo solo carattere, 
yce, ricordiamo brevemente, pud risultare come effetto di due cause: 

a) il numero cromosomico (artemie diploidi hanno nuclei pit piccoli 
delle tetraploidi, Artom, 1906 a). 

b) Il genoma (artemie con lo stesso numero cromosomico possono 
avere nuclei di diversa grandezza, che viene trasmessa alla discendenza, 
BariGozzI, 1940). 

Se applicassimo lo schema dell’ereditarieté monomera e polimera 
alle varie condizioni descritte nelle diverse forme di Artemia, vedremmo 
come queste previsioni teoriche si accordino con quanto si osserva a 
proposito del carattere ricordato. Consideriamo solo come esempio il 
caso di uno dei geni responsabili per la grandezza nucleare, perché é pit 
probabile una ereditarieta polimera. 

Supponendo che un gene A muti nei suoi allelomorfi a o A’, dei quali il 
primo (a) sia recessivo e ad azione non cumulativa con A, e il secondo 
(A’) non recessivo e ad azione cumulativa con A, si possono prevedere 
le seguenti frequenze di manifestazione per i caratteri A, a e A’. 

38* 
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1. Nella forma diploide anfigonica (con fecondazione e meiosi) il gene recessivo 

si manifesta al pili in 1/, di ogni F,, ed in una popolazione nella quale a sia poco 

rappresentato, la sua manifestazione fenotipica sara anche scarsissima. 

2. Nella forma diploide partenogenetica (senza fecondazione ma con divisione 
eterotipica) da ogni eterozigote Aa si avra una discendenza di 50 AA contro 50 aa 
ma non vi saranno mai eterozigoti Aa a-meno che non abbia luogo una nuova 
mutazione o che avvengano fenomeni di scambio. 

3. Nella forma triploide e tetraploide (senza fecondazione e senza meiosi) i 
genotipi si trasmettono inalterati sempre, a meno di nuove mutazioni. Nel caso 
di allelomorfi tra i quali intercorrano relazioni di dominanza-recessivita, si potranno 
avere tre fenotipi: uno che corrisponde a un genotipo con prevalenza di A (AAAA, 
AA Aa) uno con A Aaa, e uno che invece corrisponde alla condizione opposta (Aaaa, 
aaaa). Nel caso di molti geni ad effetto cumulativo si realizza un vero e proprio 
fenomeno di- polimeria con ben 5 fenotipi diversi, per coppia quando vi sia la 
condizione tetraploide. Questa impostazione teorica — conforme alle vedute di 
DoszHansky (1937) e di DaRtineton (1939), che non hanno pero sviluppato il caso 
dei geni ad effetto cumulativo — permette di fare alcune previsioni circa il destino 
dei diversi mutanti in un ambiente nel quale tutte le combinazione possibili da 
disgiunzione per le forme anfigonica e diploide partenogenetica non siano diversa- 
mente inibite o frenate. x 

La forma diploide anfigonica pud dare dunque origine ad un certo 
numero di razze mutazionali per i singoli mutanti, quando agiscano 
dei fattori di isolamento. Le mutazioni recessive letali, 0 comunque 
sfavorevoli, vengono occultate nell’eterozigosi, ed eliminate selettiva- 
mente, quando si manifestino in seguito a disgiunzione. 

La forma diploide partenogenetica é praticamente nelle stesse con- 
dizioni (condizioni subsessuali sec. DARLINGTON, 1939), data la possi- 
bilita di secambio e di disgiunzione: perd saranno possibili gli eterozigoti 
solo in seguito a scambio, e noi ignoriamo con quale frequenza il feno- 
meno ha luogo nell’artemia femmina. Le forme poliploidi — senza 
disgiunzione — si devono comportare come assai stabili per quello che 
riguarda i caratteri determinati da geni ad effetto non cumulativo: 
infatti i recessivi non si manifestano mai come omozigoti in seguito a 
disgiunzione, ma solo quando siano ugualmente mutati tutti o quasi 
gli allelomorfi, cioé tutti o quasi i loci corrispondenti nel terzetto o 
quartetto di cromosomi omologhi. Cié dovrebbe verificarsi per analogia 
coi risultati delle ricerche sperimentali condotte da STADLER sui cereali 
(1929, 1932). Invece i geni con effetto cumulativo possono dare origine 
ad una notevole varieta di fenotipi, stabili neiie discendenze (sempre per la 
mancanza di scambio, riduzione e fecondazione), varieté che deve invece 
mancare nelle forme diploidi. Nel caso di geni letali, questi possono 
restare mascherati dal cariotipo poliploide, per comparire, data la loro 
manifestazione deleteria, colo quando le successive mutazioni li abbiano 
accumulati nel genoma. 

Vediamo ora se in Artemia vi siano dei caratteri che corrispondano 
a queste esigenze teoriche. Di caratteri determinati da allelomorfi domi- 


1 Qui mi riferisco alle combinazioni di un solo locus per semplificare. 
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nanti-recessivi non ne conosciamo alcuno. Invece ricerche mie (1940) 
e di Mimza (1941) hanno potuto indicare la grandezza nucleare come 
determinata in parte probabilmente da geni. 

Sebbene una forma partenogenetica offra gra i ostacoli ad una 
ricognizione del suo genoma, ho potuto dimostrare che esistono linee 
pure di artemie poliploidi (tetraploidi) con nuclei dell’epitelio intestinale 
di grandezza tipica, allevate da una popolazione naturale nella quale 
siano commisti esemplari con grandezze nucleari molto diverse; e cid 
basta a dare l’idea dell’esistenza di un genotipo concorrente alla determi- 
nazione (insieme con la massa di tutti i cromosomi) della grandezza dei 
nuclei cellulari. Mra, poi, riusci a mettere in evidenza che le artemie 
diploidi presentano una varieta di grandezza nucleare molto inferiore 
a quella delle artemie tetraploidi: e si vede bene che questo comporta- 
mento differente corrisponde del tutto a quello che lascia prevedere 
lereditarieta di un carattere in un diploide confrontata con quella di un 
carattere in un poliploide. 

Consideriamo ora la curva della fig. 18 riportata dal mio lavoro 
del 1940. Essa esprime il fatto che in un gruppo di 100 artemie prati- 
camente tutte tetraploidi (vi ¢ probabilmente qualche rara triploide non 
identificabile) si incontrano esemplari di circa 50 yu? di area nucleare (epi- 
telio dell’intestino medio) e di circa 190 4?, perché nei primi vi potrebbe 
essere un genotipo che — insistendo su una spiegazione a base di poli- 
meria — possiamo simbolizzare per es.con AAAABBBB .... e nei 
secondi per es. con A’A’A’A’B’ B’ B’B’ .... (o viceversa). Il rigore della 
fafermazione non é assoluto, perché manca una esatta dimostrazione 
mendeliana, ma il fatto che tale grandezza sia ereditaria, anche se non 
controllata da incroci, rende probabile questa ipotesi. In una artemia 
di grandezza nucleare media, pertanto, vi dovrebbe essere un genotipo 
misto di A e A’, Be B’ (come per es AAA’A’BBB'B’ ....) che, se vi 
fosse un meccanismo di disgiunzione (cioé sinapsi e prima divisione), 
dovrebbe dare origine a un certo numero di individui AAAABBBB.... 
e A’A’A’A’B’B'B’B’ ...., cioe con grandezze minime e massime.. In 
caso di partenogenesi senza sinapsi, invece, un individuo p. es. AAA‘A’ 
BBB'B’ .... pud dare solo individui AAA’A’ BBB’ B’ .... Gliallevamenti 
delle linee pure hanno precisamente portato a questo risultato. Per citare 
uno dei molti casi studiati, per esempio da un’artemia con area nucleare 
media di 90,8 4? (cioé intermedia e presumibilmente eterozigote, p. es 
AA'AABB’ BB....)ottenni una discendenza di circa 100 esemplari (media: 
96,4 + 7,83), i quali non presentarono mai misure infericri a 607. e 
superiori a 150u?. Se avessero avuto luogo disgiunzioni da sinapsi, 
avrei dovuto ottenere una curva ben diverta, e una certa percentuale 
di individui con aree nucleari attorno ai 50u?. e ai 19021. Posso dunque 


1 Maggiore documentazione quantitative si trova nel citato lavoro del 1940. 
In alcun caso la variabilita individuale del carattere studiato appare solo fenotipica. 
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concludere anche in base a queste constatazioni che nelle artemie poli- 
ploidi (prevalentemente tetraploidi) nelle quali non hanno luogo sinapsi, 
non hanno neppure luogo fenomeni interpretabili come disgiunzioni. 
Circa il destino dei diversi mutanti, notiamo che i poliploidi senza 
disgiunzione tenderebbero teoricamente ad andare soggetti ad un lento 
deterioramento del patrimonio ereditario in seguito all’accumularsi dei 
fattori letali e semiletali non allontanati dalla disgiunzione. 

DoBzHANSKY (1937, pag. 227) nota perd che, in pratica, i poliploidi 
sono spesso trionfanti nella lotta per la vita, in modo da non poter essere 
agevolmente spiegato. L’artemia fornisce un buon esempio di questo 
fatto contraddittorio perché la forma tetraploide é assai diffusa, e si pre- 
senta anzi piii vigorosa e facile da allevare delle altre. Invece sarebbe 
destinato a non affermarsi un mutante diploide senza disgiunzione, 
perché — non mascherate dal cariotipo come nei poliploidi — le muta- 
zioni letali o sfavorevoli si manifesterebbero con facilita: in realiaé questo 
mutante non é stato mai trovato (tranne forse qualche esemplare a Séte, 
sec. ARTOM, 1931), e vi é dunque forse una ragione genetica per cui 
esso risulta inesistente o rarissimo. 

I rapporti tra grandezza nucleare e genoma possono essere valutati 
ancora se si considerano quelli tra grandezza nucleare e numero cromo- 
somico. Sisa che quest’ ultimo é il determinante pit appariscente (e pit 
studiato) della grandezza nucleare, e non vi é bisogno di molte parole 
per mettere in evidenza il fatto notissimo che cellule con numeri bassi 
di cromosomi (cellule aploidi o diploidi) sono pit piccolé delle cellule 
con numeri alti (poliploidi): tuttavia, se il numero cromosomico de- 
terminasse in modo assoluto ed esatto la grandezza dei nuclei, nelle 
serie poliploidi si dovrebbero riscontrare delle serie proporzionali di 
grandezze nucleari. E specialmente nelle piante che si sono scoperti 
fenomeni di questo genere, e, in parecchie casi (per es. nelle Briofite, 
v. WETTSTEIN, 1927), anche profondamente studiati. Appunto 1’A. citato 
esamino la grandezza cellulare in razze poliploidi (uni-, bi-, tri- e tetra- 
valenti) di Physcomitrella patens e Funaria hygrometrica, e vide che il 
rapporto fra aumento in volume delle cellule e aumento del numero cromo- 
somico non é esattamente quello della proporzionalita diretta. GoLD- 
SCHMIDT (1932) analogamente non trové proporzionalita diretta tra quan- 
tita di cromatina e superficie degli spermatociti in razze diverse (non 
poliploidi perd) di Lymantria dispar. Tutto cid sta a significare dunque 
che vi sono determinanti ereditari che correggono quell’aumento dimen- - 
sionale che il nucleo o le cellule subirebbero in base al solo aumento della 
sostanza contenuta nel nucleo stesso. Una evidente conferma di questo 
fenomeno si ricava dall’artemia. 

Si pud interpretare in questo senso gia il fatto che le artemie diploidi 
partenogenetiche hanno nuclei pit grandi di quelle diploidi anfigoniche 
(STELLA, 1933; Mixa, 1941); ma ancora pit interessante a questo pro- 
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posito é l’esame delle grandezze nucleari nelle diploidi, triploidi e tetra- 
ploidi. Su 100 artemie di Cagliari (diploidi anfigoniche), l’area media 
é di 53,2 + 10,00 u? (Mita, 1941). I soli sette esemplari triploidi cono- 
sciuti hanno una media di 141,1 4?, con misure molto vicine nei diversi 
individui. Infine, su 100 tetraploidi di Portorose fu riscontrata una 
media di 141,2 + 4,00? (Baricozz1, 1940). Sebbene in diverse popo- 
lazioni le aree medie possano essere notevolmente diverse, é fuori dubbio 
che le artemie triploidi raggiungono dimensioni nucleari che si riscontrano 
fra le artemie tetraploidi. Dunque anche forti differenze nel numero dei 
cromosomi possono essere compensate da fatti genetici di altra natura. 

Questa osservazione va sottclineate per due motivi. Anzitutto perché 
rappresenta l’unico dato finora raccolto su una specie animale: infatti 
non mi é@ noto alcun altro caso nel quale si conoscano con sicurezza tre 
numeri cromosomici multipli. Poi perché mette nuovamente in luce il 
significato limitato che il numero cromosomico ha nel determinare la 
grandezza nucleare, e mette — reciprocamente — in evidenza ]’azione 
determinatrice esplicata da altri fenomeni ereditari, presumibilmente 
genici. Questi concetti trovano piena corrispondenza con quelli che 
ebbe a esprimere anche recentemente v. WETTSTEIN (1940). 


III. I fenomeni apomittici animali e vegetali. 

Le conoscenze acquisite sulle medalita che accompagnano lo sviluppo 
dei gameti femminili vergini permettono di sintetizzare le loro proprieta 
nel modo seguente: essi sono cellule che — anche quando non differiscono, 
per la loro forma generale, dai gameti femminili normali — sono capaci 
di dividersi senza unione col gamete maschile. Riguardo alla struttura 
di queste cellule si possono notare due tipi distinti per l’assetto cromo- 
somico: o sono aploidi o hanno lo stesso numero cromosomico della 
cellule somatiche; e — in quest’ultimo caso — si distinguono, a loro 
volta, gameti diploidi e gameti poliploidi. 

Ricordiamo appena che lo sviluppo di gameti femminili vergini pud 
essere prodotto da un intervento sperimentale, oppure essere un fatto 
naturale. Escludiamo completamente il primo caso, per considerare. 
solo il secondo. Nell’analizzare il fenomeno dello sviluppo naturale di 
gameti femminili non fecondati sorge subito una differenza di vedute 
tra i botanici e gli zoologi proprio nella definizione, perché i primi e i 
secondi adottano due criteri diversi nel definire che cosa sia un gamete. 
Per i botanici (CH1arvGI, 1934) é gamete in senso stretto solo la cellula 
germinale femminile ridotta, e cioé la cellula che ha subito una normale 
meiosi. Per gli zoologi é gamete la cellule germinale femminile, anche 
se la meiosi non ha avuto luogo. Di conseguenza, i botanici distinguono 
una evoluzione delle cellule germinali femminili con meiosi da quella 
delle cellule dello stesso tipo senza meiosi; e chiamano partenogenesi la 
prima, usando come termine generale quello di apomissia. Gli zoologi 
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invece non fanno distinzione, e, come termine generale, adoperano 
quello di partenogenesi. In altre parole: la partenogenesi dei botanici 
corrisponde solo a quello che gli zoologi chiamano partenogenesi aploide, 
dal momento che negli animali non sono conosciuti — almeno come 
fenomeno regolare — individui poliploidi che producano uova parteno- 
genetiche ridotte: questo fenomeno perd é teoricamente possibile. 

Stabilita questa chiarificazione concettuale e terminologica, teniamo 
subito presente che il termine di apomissia (prestandosi ad un uso generale 
ed essendo il fenomeno ben pit frequente tra i vegetali) pud essere sosti- 
tuito perfettamente a quello di partenogenesi diploide o poliploide 
tra gli animali (zigofasica sec. HAMMERLING, 1940) e io, in questo lavoro 
adotteré tale sostituzione. 

L’apomissia con numero cromosomico ridotto (in gameti con meiosi), 
cioé la vera partenogenesi, pud alternarsi con la anfigonia, oppur pud 
essere indefinita: in quest’ultimo caso, dando luogo alla nascita di sole 
femmine, é nota come partenogenesi telitoca. 

Credo che lo studio dell’apomissia alternata coll’anfigonia (parteno- 
genesi ciclica degli zoologi) sia troppo lontana dai fenomeni che io ho 
studiato, per poter contribuire qui alla sua migliore conoscenza e classifi- 
cazione: percid io mi limiterd ad esaminare comparativamente i feno- 
meni cromosomici nelle forme di apomissia (diploide e poliploide) in- 
definita telitoca nei vegetali e negli animali. 

Credo pitti opportuno cominciare a prendere in considerazione l’apo- 
missia delle piante, perché, a questo proposito, esistono gia classifi- 
cazioni delle diverse modalita dei fenomeno, che ho ricordate nell’in- 
troduzione. La piii recente che io conosca é@ quelle di FagERLIND 
(1940), e prenderd le mosse da questa. 

Le linee generali nel fenomeno botanico sono le seguenti. Il sacco embrionale, 
invece di derivare da una cellula madre primitiva ridotta nel numero cromosomico 
durante la macrosporogenesi, per anomalie varie occorse nella meiosi, mantiene 
lassetto cromosomico non ridotto, onde il gametofito possiede pure nuclei con 
assetto cromosomico non ridotto. I botanici fanno tre distinzioni fondamentali 
(che prendono il nome da specie che sono tipiche per il fenomeno), a seconda del 
fatto che non hanno luogo mitosi, o ve ne ha una sola, oppure due (equazionali 
ambedue), durante il periodo corrispondente alla meiosi. Il primo tipo (Antennaria) 
comprende le forme nelle quali la cellula madre diventa direttamente prima cellula 
del gametofito, onde la prima mitosi che si osserva 6 una mitosi somatica, con quel 
citoplasma gia vacuolizzato che é caratteristico del gametofito. Il secondo tipo 
(Taraxacum) presenta una mitosi che fa parte di una meiosi abnorme (per il fatto 
che la divisione eterotipica abortisce), prima della vacuolizzazione, e dello sviluppo 
del gametofito. Il terzo tipo (Alchemilla), che non esisterebbe sec.. FAGERLIND 
in base ad osservazioni di altri AA. ma che si osserverebbe in Artemisia nitida 
_(Cutarvel, 1926), avrebbe due divisioni equazionali durante il periodo mitotico, 
prima dello sviluppo del gametofito. Questi tre tipi non tengono conto dei veri 
e propri fenomeni cromosomici in senso stretto, ma solo del numero di cellule che si 
formano dalla cellula madre prima dello sviluppo del gametofito, onde si conoscono 
casi assai disparati, per es. con diverse traccie di meiosi 0 senza traccie di essa, 
tutti inclusi nel tipo Antennaria. 
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E dunque evidente che la classificazione nei tre tipi fondamentali 
Antennaria, Taraxacum, Alchemilla non serve per elaborare uno schema 
generale, poiché é sopratutto legata alla genesi del gametofito, che 
negli animali non trova alcuna omologia. Bisogna risalire alle modalita 
pit minute della meiosi — e cioé ai fenomeni cromosomici — per trovare 
elementi comuni agli animali e alle piante. 

Se prendiamo a considerare allora tali fenomeni, possiamo raggrup- 
pare gli esempi conosciuti —- animali e vegetali — in sette tipi: 

1) Assenza di meiosi (neppure una divisione equazionale). Es. 
Antennaria (BERGMAN, 1932) nelle piante. Nessun esempio conosciuto 
negli animali, perché nell’Imenottero Neuroterus (Dopps, 1929) dove non 
hanno luogo mitosi, appaiono traccie di sinapsi. 

2) Assenza di sinapsi, con ‘una sola divisione riduzionale, che ricorda 
— per la forma contratta dei cromosomi durante la profase e la meta- 
fase — le divisioni meiotiche. Es. Hrigeron annuus (Tawara, 1915) 
nelle piante ; Artemia salina tetraploide, Trichoniscus provisorius (VANDEL, 
1927), Lecaniwm (pit specie del genere) (THOMSEN, 1927) negli animali. 

3) Assenza di sinapsi, con due divisioni equazionali. Es. Alchemilla ( * ), 
Artemisia nitida (CHiaRUGI, 1926) nelle piante; Bacillus rossii (PEHANI, 
1925) negli animali. 

4) Sinapsi parziale o completa, seguita da una divisione riduzionale 
che abortisce (divisione semieterotipica), e da una divisione equazionale 
(pseudoomeotipica) con caratteri cromosomici propri della divisione 
equazionale della meiosi normale. Es. Taraxacum nelle piante (GustTaFs- 
son, 1934); Cynips, Rhodites (HoGBEN, 1920) negli animali. 

5) Sinapsi completa seguita da divisione riduzionale; manca la 
_ divisione equazionale. Es. Artemia salina diploide part. (ARToM, 1931) 
negli animali; nessun esempio conosciuto nelle piante. 

A questo gruppo di fenomeni senza automissi, ne seguono due 
caratterizzati da regolazione con automissi; i quali si distaccano com- 
pletamente dai precedenti; infatti hanno una meiosi normale. 

6) Fusione tra pronucleo e secondo globulo polare. Es. aegli animali 
Apotettiz (ROBERTSON, 1931), qualche volta in Artemia salina diploide 
part. (ArToM, 1931); manca nelle piante. 

7) Fusione tra i primi due blastomeri, Es. Solenobia triquetrella 
(SEILER, 1933), in aleune uova che sembra non si sviluppino completa- 
mente; T'rialeurodes vaporariorum (THOMSEN, 1927) (caso dubbio). Non 
vi é aleun caso analogo nelle piante. 

Possiamo ora confrontare questi vari fenomeni colla partenogenesi 
vegetale, e vediamo subito che essi non hanno nulla a che vedere con 
essa, perché i sette tipi comprendono solo casi nei quali il gamete comincia 
a segmentarsi quando non é stata raggiunta la condizione tipica del 
gamete stesso, cioé la fase cromosomica ridotta. 
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Solo talvolta l’uovo di Solenobia triquetrella comincia a segmentarsi 
in condizioni di vero uovo normale con assetto cromosomico ridotto, 
ma sembra che, in questi casi — di regola — lo sviluppo non proceda. 

Dunque, solo esempi analoghi a quest’ultimo potrebbero essere 
classificati come veramente partenogenetici anche dai botanici, insieme 
con quelli di partenogenesi aploide. Tuttavia io non credo che valga la 
pena di insistere sul lato puramente terminologico della questione, 
perché ormai la parola ,,partenogenesi’’ é forse troppo in uso nelle disci- 
pline zoologiche, per poterla sostituire con quella di apomissi: d’altra 
parte la distinzione fatta dai botanici é¢ ormai radicata e, per di pi, 
assolutamente leggittima. 

Piuttosto io penso che sia utile ricavare da questa serie di fenomeni 
gli elementi per una loro valutazione genetica. Intendo cioé di estendere 
ai vari tipi nei quali abbiamo distinto l’apomissia qualeuna delle con- 
siderazioni genetiche fondamentali, gia fatte per i vari mutanti dell’ar- 
temia. 

Il concetto fondamentale credo debba essere questo: la meiosi normale 
impartisce ai gameti lo stato di purezza perché aploidi (legge della purezza 
dei gameti): incompletezze della meiosi conducono alla formazione di 
gameti impuri o eterozigoti (eccezione alla detta legge). Ora: il tipo 
distinto con 1 e cosi pure quelli 2 e 3, possono produrre gameti etero- 
zigoti, nei quali cioé non vengono allontanati quegli alleli che si possono 
produrre per mutazione genica. Nel tipo 4 i gameti possono pure essere 
eterozigoti, ma una parziale sinapsi pud avere dato origine ad una certa 
frequenza di scambio, con conseguente possibile eliminazione di qualche 
allelo. Nel tipo 6, caratterizzato da sinapsi e riduzione completa, i gameti 
sarebbero puri, se la copulazione col II globulo polare non limitasse 
la purezza stessa riportando nel nucleo degli alleli gia disgiunti. Invece 
i gameti sono puri nel tipo 7, e lo sarebbero nel tipo 5, se fenomeni di 
scambio non alterassero Ja distribuzione dei geni nei cromatidi omologhi. 

La serie di fenomeni considerati sistematicamente fin qui ha un carat- 
tere comune, che lega tra loro tutti gli esempi fin’ ora conosciuti e a me 
noti: i fencmeni cromosomici — quando anche si riducono a una sola 
mitosi — conservano sempre un carattere peculiare che si stacca dalle 
comuni mitosi somatiche. A prescindere dalla riduzione, i due aspetti 
tipici della meiosi sono: l’accrescimento profasico delle cellule (Gustars- 
son, 1939) e l’accorciamento particolare dei cromosomi durante le cario- 
cinesi, che sembra dovuto ad una doppia spiralizzazione. 

Orbene: Si pud dire che anche nelle forme aberranti della meiosi 
questi due caratteri fondamentali non vanno mai perduti. L’artemia 
partenogenetica tetraploide é un buon esempio, perché, anche se i suoi 
cromosomi estremamente contratti, sono granuliformi tanto nelle mitosi 
somatiche quanto nelle germinali, tuttavia gli stadi di accrescimento, 
con cromosomi dall’aspetto diacinetizo, stanno a provare in modo assoluto 
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che l’andamento delle mitosi maturative pure equazionali ¢ — dal 
punto di vista cromosomico — di tipo meiotico. 

Analoghe conclusioni si ricavano dal lavoro di VANDEL (1928) su 
Trichoniscus e di THOMSEN (1927) su Lecaniwm. Queste osservazioni 
valgono anche poi per tutte le forme di apomissia vegetale, perché dove 
la mitosi ha luogo prima della divisione del sacco embrionale, i cromosomi 
sono costantemente di tipo meiotico: dunque anche le cellule germinali 
posseggono una serie tipica di fenomeni cromosomici. Da quanto si 
é detto fin qui si pud ricavare allora come conclusione che la denomina- 
zione di partenogenesi somatica, come viene usata per es. da ARTOM 
(1931, pag. 10), che vorrebbe indicare la sostituzione della meiosi con 
una mitosi di tipo somatico (e non solo col numero cromosomico somatico) 
é ingiustificata (almeno nei casi finora noti), appunto perché nelle cellule 
germinali non hanno luogo fenomeni mitotici di tipo somatico. Tutt’al 
pit sib potra dire che vi sono casi nei quali non ha luogo nessun fenomeno 
cromosomico, come avviene in qualche specie del genere Antennaria. 


Conelusioni. 

Conclusioni relative ad Artemia salina LEacH: 

1. Le artemie diploidi e poliploidi (tetraploidi) non differiscono tra 
loro per la forma dei cromosomi, ma solo per il loro numero. 

2. Le artemie poliploidi partenogenetiche comuni (per es. delle 
saline di Portorose) maturano le uova senza sinapsi (come appare dal 
confronto con l’oogenesi e la spermatogenesi delle artemie anfigoniche), 
ma con fenomeni cromosomici che ricordano la meiosi. 

3. Oltre la forma gia nota esistono anche artemie polisomiche anfi- 
goniche e triploidi partenogenetiche. Queste ultime hanno uno schema 
oogenetico identico a quello delle tetraploidi, e una grandezza nucleare 
(misurata nelle cellule epiteliali dell’intestino medio) uguale a quella 
delle tetraploidi. 

4. I diversi meccanismi oogenetici sono origine di differenti com- 
portamenti genetici, che si possono teoricamente prevedere e in parte 
analizzare in forma concreta, studiando la ereditarieta della grandezza 
nucleare delle cellule dell’epitelio intestinale. 

Conclusioni di carattere generale: 

1. Esistono analogie tra i meccanismi oogenetici dell’apomissi vege- 
tale e animale. 

2. In tutti i casi finora studiati risulta che i feaomeni cromosomici 
germinali sono sempre ben diversi da quelli delle mitosi somatiche. 


Zusammenfassung. 
Die an verschiedenen Mutanten von Artemia salina LeacuH durch- 
gefiihrten Untersuchungen haben zur Vervolistandigung der Kenntnisse 
besonders des Chromosomenbestandes dieser Art beigetragen. Die 
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verbreiteste polyploide parthenogenetische Form hat sich als tetraploid 
erwiesen, auBerdem wurde neu eine ebenfalls rein parthenogenetische 
triploide sowie einige polysome bisexuelle Formen gefunden. Bei dem 
Vergleich der Meiose der verschiedenen Formen hat sich ergeben, daB 
sie bei der diploiden parthenogenetischen Form mit, bei den polyploiden 
parthenogenetischen ohne synaptische Vorginge ablaiuft. Dennoch ist 
das Chromosomengeschehen, das sich wihrend der auf eine Teilung 
beschrankten Eireifung abspielt, von dem der somatischen Mitose ver- 
schieden. Die Gesamtheit dieser Feststellungen erméglicht die Auf- 
stellung eines ausgedehnteren Stammbaumes der verschiedenen Formen. 
Weiterhin 148t sich aus den friiheren Untersuchungen des Verfassers 
iiber die Erblichkeit der KerngréBen eine Vorstellung iiber die Ver- 
knijpfung von Chrcmosomen- und Erbvorgingen bei dieser Art ge- 
winnen. Der Vergleich der KerngréBen der drei Polyploidiestufen: 
diploid, triploid, tetraploid fiihrt zu dem SchluB, daB sich Triploidie 
und Tetraploidie in ihrem EinfluB auf die KerngréBe nicht unterscheiden. 
SchlieBlich werden die Ergebnisse im Gesamtzusammenhang mit den 
Erscheinungen der Apornixie behandelt, in die sich der untersuchte Fall 
einfiigt. 
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DIREKTER NACHWEIS UND LOKALISATION VON BASISCHEN 
PROTEINEN IN DEN CHROMOSOMEN UND IM NUKLEOLUS1?. 


Von 
J. A. SERRA? und A. QuErR0z-LOPES. 
Mit 16 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 22. September 1943.) 


Es war als sicher bekannt, da die Chromosomen Thymonuklein- 
siure enthalten; ungewiB waren dagegen die anderen Komponenten 
(neuere Ubersichten der Literatur bei GuticK 1941; SzRRa 1942). Ver- 
schiedene Autoren (SHINKE und SHIGENAGA 1933 — hier weitere Literatur ; 
Nakamura 1937, HirscHLeR 1942) behaupten, daB die Chromosomen 
unter anderen auch Lipoide enthalten. ‘Nach STONEBURG 1939 weisen die 
Zellkerne eine relativ groBe Menge an Neutralfetten, Fettsaéuren, Chole- 
steriden und anderen Lipoiden auf; in einigen Fallen bis zu mehr als 5%. 
Es muB aber bemerkt werden, daB es sich hierbei um adsorbierte oder 
nur den Kernen nach der Isolierung noch anhaftende Lipoide handeln 
kann, um so mehr, als der Lipoidgehalt der Kerne proportional dem 
Lipoidreichtum der Gewebe ist, aus denen sie isoliert wurden. Was 
die Osmierungsversuche Hirrscuuers anbetrifft, ist die Reduktion des 
Osmiumtetroxyds histochemisch bekanntlich allein wertlos (vgl. die 
Kritik bei Lison 1936) und muB8 erst noch durch andere, besonders fiir 
Lipoide spezifische Methoden bestatigt werden. Das Vorhandensein von 
Lipoiden in den Chromosomen, wenigstens in geniigender Menge, bleibt 
daher auch weiterhin noch sehr zweifelhaft. 

AuBer der Nukleinsaéure enthalten die Chromosomen und der Nu- 
kleolus Proteine, was nicht nur durch makrochemische Analysen (Uber- 
sicht der Literatur bei CaspERSSON 1940), sondern auch durch histo- 
chemische Farbungen wie z. B. die Mittonsche Reaktion (Baricozz1 
1937) und die Ninhydrinfarbungen (Mazia und JAEGER 1939) gezeigt 
wird; man darf aber nicht vergessen, daB das Ninhydrin auBer mit 
Proteinen auch mit freien «-Aminosduren, ferner mit anderen Verbin- 
dungen wie Ammoniak und seinen Salzen, Aminen, Harnstoffen, sowie 
Aldehyden und Zuckern mit freien Keton- oder Aldehydgruppen, eine 
Farbreaktion gibt, wenn auch mit den beiden letzteren in einem mehr 
rétlichen Farbton. 


1 Aus dem ,,Museu e Laboratério Zoolégico‘‘ und dem ,,Instituto de Antro- 
pologia‘* der Universitat Coimbra. Mit Unterstiitzung des ,,Fundo Sé Pinto“. 
2 Stipendiat des ,,Instituto para a Alta Cultura“. 
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CASPERSSON 1940 gelang es mit Hilfe seiner Ultraviolettmikrospektro- 
skopietechnik verschiedene Proteinklassen in Speicheldriisen- und mitoti- 
schen Chromosomen, so wie im Nukleolus mit betrachtlicher Wahrschein- 
lichkeit nachzuweisen. Nach ihm enthalten die chromatischen Scheiben 
der Speicheldriisenchromosomen auBer der Thymonukleinsaéure wahr- 
scheinlich auch basische Proteine vom Histontyp und méglicherweise 
selbst Proteine héheren Typs; die Zwischenscheiben sind frei von Nuklein- 
séure und bestehen wohl aus Proteinen von héherem Typ. Auch die hetero- 
chromatischen Regionen und der Nukleolus sollen nach ihm Proteine vom 
basischen oder Histontyp in groBer Menge enthalten. Die Absorptions- 
kurven zeigen das Vorhandensein von Thymonukleinsaéure und Proteinen 
in den mitotischen Chromosomen in ungefabr gleichen Mengen. Diese 
Proteine sind, wenigstens teilweise, vom Histontyp; ob auch solche 
héheren Typs vorhanden sind, weiB man nicht. Der Nachweis der 
basischen Proteine durch die obengenannte CasPERssoNsche Methode 
beruht auf einer kleinen Lageinderung im Maximum der Absorptions- 
kurven des Proteins; diese Lageanderung kann vielleicht durch die 
Bedingungen, unter denen sich die Proteine und die mit ihnen zusammen 
auftretenden Verbindungen befinden, beeinfluBt werden. 

Es ware ein gro8er Vorteil, wenn man die verschiedenen Proteine des 
Zellkernes durch histochemische Methoden direkt nachweisen kénnte. 
Die vorliegende Arbeit stellt einen ersten Beitrag in dieser Richtung dar. 
Benutzt wurde die nach unserer Meinung fiir die Cytochemie neue Arginin- 
reaktion, deren Ergebnisse, auf Speicheldriisen- und mitotische Chromo- 
somen, sowie den Nukleolus angewendet, wir hier mitteilen. In einigen 
Fallen machten wir auch Digestionsversuche mit Nukleasen. 


Material und Methodik. 

Es wurden die Speicheldriisenchromosomen von Chironomus-Larven 
(Chironomus thummi-Gruppe; Karny 1934), die anscheinend ein einheit- 
liches Material darstellten, und auBerdem die mitotischen Chromosomen 
in den Wurzelspitzen von Vicia faba L. und Allium cepa L. untersucht. 

Fixierung. Damit die Reaktion ein gutes Resultat gibt, mu8 man eine 
geeignete Fixierung anwenden. Die Gewebe miissen so gehartet werden, 
daB sie der starken alkalischen Reaktion widerstehen, wozu Sublimat 
oder Formol angewendet werden kann. 

Die besten Resultate gibt verdiinntes Formol. Als Fixierungsflissigkeiten 
gebrauchten wir Alkohol-Formo] (2:1) unter Zusatz von einigen Tropfen Eisessig 
und Alkohol-Eisessig (3:1). Hat:man Alkohol-Eisessig verwendet, so miissen die 
Objekte sodann die Alkoholreihe hinab gefiihrt und in 3%igem Formol 12 bis 
48 Stunden lang gehartet werden. In jedem Fall ist es unbedingt erforderlich, daB 
die Objekte nach Behandlung mit Formol griindlich ausgewaschen werden, da ein 
UberschuB an Formol die Farbreaktion stark vermindern kann. Desgleichen lassen 
sich auch Chrom-Osmiumgemische zur Fixierung verwenden, aber auch hier mu8 
man danach die Objekte mit Formol oder Sublimat hiarten. 
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Argininreaktion. Da wir auf diese Reaktion an anderer Stelle ausfihr- 
licher eingehen werden (SERRA 1943), geben wir hier nur die Hauptpunkte 
derselben an. 

Speicheldriisen oder isolierte Chromosomen aus solchen, oder Schnitte durch 
Wurzelspitzen werden in das folgende Gemisch getan: 0,5 com Natronlauge normal 
+ 0,5 ccm verdiinntes «-Naphthol (1% «-Naphthol in 96% igem Alkohol, mit-40 bis 
50% igem Alkohol 1:10 verdiinnt) + 0,2 ccm einer 40% igen wasserigen Harnstoff 
lésung. Man 14Bt diese Mischung 10—12 Min. einwirken, fiigt dann 0,2 ccm einer 
2% igen Natriumhypobromitlésung (2g Brom in 100 ccm 5%iger Natronlauge) 
hinzu und schiittelt gut um. Nach 3 Min. gibt man 0,2 com 40%iger Harnstoff- 
lésung hinzu und unmittelbar darauf 0,2 com der obigen 2%igen Natriumhypo- 
bromitlésung. Nochmaliges Umschiitteln. Es tritt dann eine lebhaft orangerote 
Farbung auf, die sehr durchsichtig, aber doch vollkommen deutlich ist, ihren Héhe- 
punkt 5—10 Min. nach dem Hinzufiigen der zweiten Natriumhypobromitdosis er- 
reicht und einige Stunden anhalt. Um eine positive Reaktion zu erlangen, miissen 
die Reagentien hierzu frisch hergestellt werden. Ist das Natriumhypobromit schon 
etwas zersetzt, so mu8 man eine gréBere Menge davon verwenden. Beobachtet wird 
in der Reaktionsflissigkeit selbst oder in Glyzerin; man kann auch die Objekte 
durch die Alkoholreihe entwassern und in Euparal einschlieBen; sie verlieren dabei 
aber sehr viel an Farbe. Die Farbung ist sehr gut sichtbar, selbst mit den starksten 
VergréBerungen. 

Wenn wir die Objekte in die stark orangerot gefarbte Fliissigkeit 
brachten, die durch die Einwirkung der Argininreaktion auf reines Arginin 
entsteht, blieben diese vollkommen farblos; es handelt sich hier also nicht 
um eine auswahlende Adsorption von Farbstoff durch gewisse Zell- 
bestandteile, sondern vielmehr um eine echte Lokalreaktion (SzRRA 
1943). Die Reaktion ist streng spezifisch fiir gewisse Derivate des 
Guanidins; von den Komponenten der Proteine gibt sie nur das 

Arginin. 

Digestionsversuche mit Nukleasen. Fiir die Zerlegung der Thymonukleir- 
sdure gebrauchten wir zuerst Nukleasen die aus dem Diinndarm des Rindes 
gewonnen wurden (KuiErN 1940). Diese Enzyme jedoch, sowohl die 
,, Thymonukleinase“ als auch die ,,alkalische Nukleotidase“, ergaben keine 
befriedigenden Resultate, weshalb wir auf ihren Gebrauch verzichteten. 
Dagegen erhielten wir sehr gute Ergebnisse mit Nukleasen aus Reiskleie 
nach ConTARDI und RAVAzZzZONI (zitiert bei KLEIN 1940). 


Der Originalextrakt war allerdings sehr schwach aktiv, und blieb selbst nach 
Konzentration im Vakuum bei weniger, als 40° wenig wirksam. Durch Ausfallung 
mit Alkohol veranderten wir die Herstellungsmethode!. Das so gewonnene Trocken- 
praparat erwies sich als sehr aktiv; es muB wenigstens zwei Nukleasen enthalten, 
von denen die aktivere bei pq = 4 am wirksamsten ist. 

Bei den Digestionsversuchen mit Reiskleienukleasen gingen wir in der folgenden 
Weise vor: In ein kleines Reagenzglas gibt man ungefahr 1.ccm der in einer Puffer- 
lésung aus 0,2 M Natriumazetat-Essigsiure (pq = 4,0) hergestellten Enzymlésung 
(40 mg des Trockenpraparates auf 1 ccm der Pufferlésung). Die Schnitte oder 
die Speicheldriisen werden in diese Lésung gebracht unter Hinzufiigung von einem 
Tropfen Toluol. Kontrollversuche ohne Enzyme wurden mit den Schnitten und den 


1 In einer anderen Arbeit werden wir die Methode naher beschreiben. 


























von basischen Proteinen in den Chromosomen und im Nukleolus. 579 
Speicheldriisen in Pufferlésung von py = 4,0 und einem Tropfen Toluol gemacht !. 
Die Einwirkungszeit, die notwendig ist, um die Nukleinséure ganzlich zu entfernen 
(Feulgenreaktion voJlig negativ), schwankt zwischen 8 (Allium) und 24 (Vicia), 
ja selbst 32 Stunden (Speicheldriisen von Chironomus). Durch diesen ProzeB er- 
langten wir thymonukleinsaurefreie Speicheldriisen- und mitotische Chromosomen, 
welche die Feulgenreaktion nicht mehr geben, aber doch augenscheinlich in ihrer 
Struktur unverandert sind. In den Kontrollversuchen blieb in allen Fallen die 
Feulgenreaktion genau so stark wie sie am Anfang war. Damit die Schnitte und die 
Speicheldriisen, die aus der Nukleaselésung kamen, die Argininreaktion itiber- 
stehen konnten, wurden sie fiir 12—18 Stunden in 3%iges Formol gelegt und 
hierauf mit destilliertem Wasser griindlich ausgewaschen. Leider wurden aber die 
Chromosomen sehr zerbrechlich, wahrscheinlich durch das Entfernen der Thymo- 
nukleinsaure. 

Isolierung der Chromosomen aus den Speicheldriisen. Die eingeschlagene 
Methode ist ahnlich der von Buck und ME.ianp 1942 angegebenen. 

Die einzige Fixierungsflissigkeit, die uns gute Resultate lieferte, war das Formol. 
Die Speicheldriisen aus kurz vor der Verpuppung stehenden Larven werden 6 bis 
14 Stunden in 3%iges Formol gelegt. Die Zeit schwankt je nach der Temperatur 
(Eisschrank oder Zimmertemperatur) und dem Herkunftsort des Materials. Dann 
werden sie in destilliertem Wasser gewaschen und unter einer Binokularlupe mit 
Stahl- bzw. Glasnadeln herausprapariert. Auf diese Weise erhalt man vollstandige, 
isolierte Chromosomen, ebenso wie Nukleolen mit ihrem Chromosom. 


Speicheldriisenchromosomen. 

Die Speicheldriisen farben sich nicht einheitlich. Die Farbung ist 
sehr intensiv in den Chromosomen und im Nukleolus, weniger stark dagegen 
im perinukledéren Cytoplasma. Der iibrige Teil des Kernes ist ganz oder 
doch fast farblos. In den Chromosomen, besonders in den isolierten, kann 
man deutlich intensiv gefarbte Scheiben unterscheiden, die mit schwacher 
gefarbten Zwischenscheiben abwechseln (Abb. 1 und 2). Manchmal ist 
die Farbung in den verschiedenen Zellen nicht. gleichstark, was vielleicht 
auf einer ungleichen Einwirkung des Hypobromits beruht. 

Wenn man frische Reagentien gebraucht, erhalt man lebhafte Farbung 
und kann, besonders in isolierten Chromosomen, die Farbintensitat der 
Scheiben und Zwischenscheiben mehr oder weniger quantitativ vergleichen. 
In einem bestimmten Fall z.B. verglichen wir die Farbe einer Scheibe 
mit der der anliegenden Zwischenscheibe und stellten fest, da8 die erstere 
eine Lichtabsorption von 4,6, die Zwischenscheibe eine solche von 1,15 
aufwies. Zur Messung der Absorption verwendeten wir Glasfilter eines 
Tintometers, das bereits einer von uns friiher fiir Bestimmungen an Pig- 
menten benutzt hatte. Die Werte dieser Filter sind im logarithmischen 
MaBstab von log J,/J in willkiirlichen Einheiten ausgedriickt. Von den 
Ostwatpschen Farbtafeln‘ kommt die Tafel 6 (3 KreB) ‘der Farbe der 
Chromosomen am nachsten. ‘Die Farbung beruht wohl auf dem in den 


‘Fir die Kontrollversuche kann man kein ausgekochtes Enzym beniitzen, weil 
die Lésung selbst nach einem Aufenthalé von 10 Min. im siedenden Wasserbad noch 
wirksam bleibt; wenn auch weniger’ aktiv. ' 

2. Bd. 
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Chromosoma. 
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Proteinen gebundenen Arginin. Wenn wir annehmen, da8 die Dicke 
der Scheiben und Zwischenscheiben gleich ist, und die Konzentration 
der Proteine, die die Reaktion geben, in ihnen ebenfalls dieselbe ist, so 
erhalten wir einen Absorptionsquotienten von 4,0 zwischen den beiden 
Regionen. Wenn die Absorption proportional der Argininkonzentration 
in den Proteinen der beiden Gebiete ist, dann miissen die Proteine der 





Abb. 1. Chironomus: II. Speicheldriisen- Abb. 2. Chironomus: I. Speicheldriisen- 


chromosom. Quetschpriaparat. Argininreak- chromosom. Argininreaktion. Die intensi- 
tion. Die Fibrillarstruktur und der Aufbau ver gefirbten und basische Proteine in 
der Chromomeren aus Chromomereren- stirkerer Konzentration enthaltenden 
granula sind deutlich zu sehen. Heterochro- Scheiben entsprechen den Chromomeren 
matische Region durch einen Pfeil mit Thymonukleinséure. Heterochroma- 
bezeichnet. Vergr. 1750mal. tische Region durch einen Pfeil bezeichnet. 


Vergr. 1240mal. 


Scheiben eine ungefaihr viermal gréBere Argininmenge als die der Zwi- 
schenscheiben haben. 

In anderen Fallen erhielten wir Absorptionsquotienten von 3,5—5 
zwischen den Scheiben und den Zwischenscheiben. Diese Werte stimmen 
im allgemeinen mit den fiir gewisse Proteine bekannten Analysen tiberein, 
wenn sie auch gréBere Unterschiede je nach der angewandten Methode 
und der Herkunft des Materials aufweisen. In der Literatur findet man 
fiir Arginin in Globulinen (Serum) Werte von 4,6—5,2, in Histonen (Thy- 
mus) solche von 14,4—27,1%, was einem Quotienten von 3—5 entspricht, 
wahrend wir Werte von 3,5—4—5 enthielten, am haufigsten ungefahr 4. 
Es muB aber beachitet werden, daB die Farbe, die die Proteine mit der 
Argininreaktion geben, nicht nur von der Menge des Arginins, die sie 
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enthalten, abhangt, sondern auch davon, wie diese Aminosaure im Mole- 
kil gebunden ist, was eine gewisse Ungenauigkeit in die SchluBfolgerungen 
bringt. Wenn wir jedoch beriicksichtigen, daB unsere Schliisse mit den 
von CASPERSSON durch vollkommen andere Methoden erlangten iiberein- 
stimmen, dann erscheinen sie aber sicherer. Fiir verwandte Proteine ist 
zu erwarten, daB die Farbintensitat bei der Argininreaktion ungefahr 
proportional der in ihnen vorhandenen Argininmenge ist. Die inten- 
siver gefarbten Regionen entsprechen ihrer Lage nach den von BavER 
(1935, 1936) beschriebenen Thymonukleinsaéure enthaltenden chromati- 
schen Scheiben. Man kann daraus schlieBen, daB die chromatischen 
Scheiben der Speichel- 
driisenchromosomen von 
Chironomus eine gréBere 
Menge von basischen 
Proteinen besitzen, die 
wahrscheinlich den Hi- 
stonen adhnlich.sind. Mit 
dem obengenannten 
Vorbehalt 1aBt sich aus 
der Farbintensitaét der 
Scheiben und Zwischen- Abb. 3. Chironomus: Speicheldriisenchromosomen 42 Stun- 
scheiben mit einer den lang mit Reisnukleasen behandelt, darauf 6 Stunden in 
betrichtlichen Wahr- —Farpungist diegleiche wie vor der Einwitkung derNukleasen, 
scheinlichkeit schlieBen, die Chromosomen jedoch sind sehr zerbrechlich geworden. 
daB die Proteine der : Maced Sdsavn: ae 
Abb. 4. Chironomus: Speicheldriisenchromosomen in ihrem 
chromatischen Sciveiben Zellkern. Argininreaktion. Die Chromosomen sind schlecht 


- - . zu erkennen, da das perinukleire Cytoplasma seinerseits 
in threm gropten Teil ebenfalls eine Farbreaktion gibt. Vergr. 360mal. 


vom Histontyp sind, wih- 
rend die der Zwischenscheiben einem anderen, wahrscheinlich dem Globulin- 
typ angehéren. Wie wir oben bereits gesagt haben, stimmen diese SchluB- 
folgerungen mit denen von CaSPERSSON iiberein. Die Analyse der Ab- 
sorptionskurven der euchromatischen Scheiben ist nach seiner Methode 
so schwierig, daB man nur mit ziemlichem Vorbehalt das Vorhandensein 
von Proteinen héheren Typs in diesen Scheiben annehmen kann. Unsere 
Ergebnisse sprechen dafiir, daB solche Proteine wahrscheinlich nur in 
kleiner Menge vorhanden sind. 

Die obigen Beobachtungen beziehen sich auf isolierte Speicheldriisen- 
chromosomen, aus denen die Thymonukleinsadure nicht entfernt wurde. 
In den mit Nukleasen bis zum villigen Aufhéren der Feulgenreaktion be- 
handelten Speicheldriisen sind die Ergebnisse genau dieselben: Die Scheiben 
firben sich stairker als die ‘Zwischenscheiben (vgl. Abb. 3). Nach 
der Behandlung mit den Nukleasen ist es verhaltnismaBig schwierig, die 
Chromosomen aus den Kernen herauszupraparieren, weil sie jetzt sehr 
zerbrechlich geworden sind. Wir beobachteten, daB die Chromosomen 
39* 





Abb. 3. Abb. 4. 
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in der Regel an der Beriihrungsgrenze zwischen Scheibe und Zwischen- 
scheibe senkrecht zur Langsachse des Chromosoms durchbrechen; die 
gleiche Beobachtung machte bereits Buck 1942 bei seinen Mikroprapara- 
tionsversuchen. Die Entfernung der Thymonukleinsaure, wenigstens soweit 
es die negative Feulgenreaktion anzeigt, veraindert das Aussehen des Chro- 
mosoms nicht. Die basischen Proteine der Scheiben geben auch weiterhin 
die Argininreaktion mit der gleichen Intensitat, und die Chromosomen- 
struktur laBt sich selbst ohne irgendwelche Farbung oder sonstige Behand- 
lung direkt beobachten. Was die Chromosomenstruktur nach der Behand- 
lung mit den Nukleasen an- 
betrifft, so stimmen unsere 
Beobachtungen im allgemei- 
nen mit denen von FRo- 
LOVA 1941 iiberein. Es er- 
scheint uns jedoch, als ob 
die Nukleasen aus Reiskleie 
ein besseres Resultat gaben 
als andere, die nur in einem 
neutralen und besonders al- 
kalischen Medium zu wirken 
; vermégen, weil die Puffer- 
Abb. 5. icohes: IV. fetchieladaksasnnien losung es Eisessig bis zu 
mit dem Hauptnukleolus. Argininreaktion. Der einem gewissen Grade eine 
Nueklolus gibt deutlich eine starkere Argininreaktion fixierende Wirkun: g hat. 


als die Chromosomen, was hauptsachlich auf sein 
gréBeres Volumen zuriickzufiihren ist. Vergr. 990mal. Die nach BavErR 1935, 


Abb. 6. Chironomus: IV. Speicheldriisenchromosom 1936 lokalisierten heterochro- 
mit Hauptnukleolus und Nebennukleolen. = a pe 

Argininreaktion. Vergr. 1400mal. matischen Scheiben sind in 

unseren mit der Argininreak- 

tion behandelten Objekten deutlich sichtbar, jedoch scheint die Farb- 

reaktion in ihnen nicht stérker als in den euchromatischen Scheiben zi 

sein. Der Unterschied beruht wohl nur auf einer verschiedenen Dicke 
der Scheiben (Abb. 1 und 2). 

Was den Hauptnukleolus anbetrifft, der in der Region d des IV. Chro- 
mosoms (BAUER 1935) liegt, stellten wir fest, daB er scheinbar eine sehr 
viel intensivere Farbreaktion gab als die Scheiben der Chromosomen 
(Abb. 5 und 6); dies beruht jedoch hauptsachlich auf einer gréBeren 
Dichte des Nukleolus. In stark gepreBten Praparaten, in denen der Haupt- 
nukleolus zwar unverletzt, aber doch nur von der Dicke der Chromosomen 
war, bestimmten wir seinen Absorptionswert als ungefahr 1,1—1,3mal 
gréBer als den der chromatischen Scheiben. Aller Wahrscheinlichkeit 
nach sind die Proteine im Nukleolus starker kondensiert als in den Chromo- 
somen, wie es aus seiner gr6Beren Dichte und seiner Widerstandsfahigkeit 
gegen Hydration, sowie allgemein gegeniiber physikalischen und chemischen 
Einfliissen hervorgeht. Der Unterschied in der Absorption zwischen den 
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Scheiben und dem Hauptnukleolus 148t sich vielleicht aus der gréBeren 
Dichte der Nukleolarproteine erklaren. Wir kénnen mit einer gewissen 
Wahrscheinlichkeit annehmen, daB der Proteinanteil des Hauptnukleolus 
der Speicheldriisen von Chironomus gréptenteils aus Proteinen vom basischen 
Typ besteht, die sich in einem Zustand stérkerer Kondensation befinden 
als die basischen Proteine der chromatischen Scheiben. CaspERsson und 
ScnuLtz 1940 schlossen aus der Analyse von Absorptionskurven im 
Ultraviolett, da im Nukleolus der Speicheldriisen von Drosophila 
Ribonukleinséure, basische Proteine, so- 
wie Proteine héheren Typs enthalten sind; 
Ribonukleinsaure wie auch die héheren Pro- 
teine treten in veranderlicher Menge auf. 
Unsere Ergebnisse sind ahnliche; jedoch 
scheinen die héheren Proteine, wenigstens 
im Faile des Nukleolus von Chironomus, 
nur in geringer Menge vorhanden zu sein. 


Im Hauptnukleolus beobachtet man 
stets alveolire Einschliisse nahe der Ober- 
flache (Abb. 7). Diese geben immer eine 
sehr viel weniger intensive Argininreaktion 
als der iibrige Teil des Nukleolus und be- Abb. 7. Chironomus: Speicheldrii- 
stehen wahrscheinlich aus argininarmen  “Cn¢hromosomen 22 Stunden lang 


: s % mit Reisnukleasen behandelt, so- 
Proteinen, oder haben nur eine geringe ann in Alkohol (96%) gehartet; 
. : . : anschlieBend Argininreaktion. Die 
Menge von basischen Proteinen. Die zweite aiveolaren Einschliisse des Haupt. 
Hypothese ist die wahrscheinlichere, wenn nukleolus zeigen deutlich eine 
ir di hal Resul + d schwachere Reaktion. Chromoso- 
wir die erhaltenen sultate mit denen men durch die stark alkalische 
an mitotischen Nukleolen gefundenen ver- _Reaktiow aufgelést. Vergr. 470mal. 
gleichen (s. weiter unten). Es kann somit 
als wahrscheinlich angenommen werden, daB der Nukleolus Einschliisse von 
Proteinen weniger basischen Charakters besitzt. Die Abb.7 gibt ein typisches 
Beispiel, bei dem die Einschliisse durch die Behandlung (Nuklease, mit 
anschlieBender Auflésung der Chromosomen) sichtbar. gemacht wurden. 
Man sieht diese Einschliisse aber auch in unbehandelten Kernen, wie 


es schon BAUER beobachtete. 


Die Nebennukleolen der Regionen c und d des IV. Chromosoms gaben 
eine wenig intensive Argininreaktion; in einer Masse etwa von der Farbe 
der Zwischenscheiben liegen starker gefarbte Kérnchen (Abb. 6). In der 
Regel erhalten sich diese Nebennukleolen kaum wahrend der ersten Phase 
der Reaktion und lésen sich in der Natronlauge auf. Wahrscheinlich 
bestehen sie aus einem den Zwischenscheiben ahnlichen Material, waihrend 
die stirker gefarbten Kérnchen dem Chromosom selbst anzugehéren 
scheinen und dann Chromomeren darstellen. Die leichte Auflésbarkeit 
zeigt, daB die Masse der Nebennukleolen sich von den Zwischenscheiben 
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unterscheiden muB8. Vielleicht befindet sie sich in einem intermediaren 
Zustand zwischen Kernsaft und Zwischenscheibe. 

Bei unseren Beobachtungen erschien der Kernsaft sehr viel weniger 
gefarbt als die Zwischenscheiben, und es ist sogar méglich, daB seine 
Farbung nichts weiter ist als ein durch diejenige der Chromosomen und 
des Cytoplasmas hervorgerufener Reflex. 

Endlich wollen wir noch auf die Feinstruktur der Chromosomen ein- 
gehen, wie sie sich ergab, nachdem diese verschiedenen Behandlungen 
unterworfen wurden, besonders 
nach einer. stark alkalischen Re- 
aktion. Die Chromosomen er- 
fahren eine betrachtliche Ver- 
kiirzung und Verdickung, was 
sich durch ihre fibrillare Struktur 
erklaren laBt, wie es auch be- 
kanntlich bei anderen fibrilléren 
Bildungen, wie z. B. den Sehnen 
usw., der Fall ist. Die chroma- 
tischen Scheiben werden unregel- 
maBiger; wenn die Natronlauge 

Abb. 8. Abb. 9, noch weiterhin einwirkt, beginnt 
Abb. 8. Chironomus: I. Speicheldriisenchromo- die Zerstérung des Chromosoms, 

som. Argininreaktion. Vergr. 510mal. ‘ “ a 
Abb. 9. Chironomus: I. Speicheldriisenchromo- sada die Abb. 8 und 9 aeagen. 

ye Werden die Praparate stark 


som. Das gleiche Chromosom wie in Abb. 8 
nach 24stiindiger Einwirkung der Reaktions- gedriickt, so erhalt man leicht 


eee Chromosom aut. Vergr. 680mal. Bilder wie die Abb. 1. Das Chro- 

mosom spaltet sich der Linge 
nach, und es treten mehr oder weniger zahlreiche sich kreuzende Fibrillen 
auf; die Scheiben erscheinen wie aus isolierten Kérnchen zusammengesetzt, 
und das ganze Chromosom ahnelt nun denen in den Fig. 1—4 auf Tafel IX 
von BAvER 1936 wiedergegebenen. Die Erklarung, die BavEr hierfiir gibt, 
ist allgemein bekannt: Die Riesenchromosomen vom Typ Chironomus 
sind ,kompakte Biindel von Chromosomen (Langsfibrillen), deren an 
homologen Orten gelegene Chromomeren (Granula der Scheiben) sich 
untereinander zu Scheibenverbanden zusammenschlieBen. Die Scheiben 
sind also Aggregatchromomeren. ..**. Es 1i8t sich nur schwer entscheiden, 
ob es sich hier in der Tat um Elementarchromonemen oder nur um eine 
Sichtbarmachung der fibrillaren Struktur des Chromosoms handelt. Im 
letzteren Falle wiirden die Chromosomenlangsfasern entweder Einzel- 
oder Aggregatchromonemen sein. Jedenfalls miissen die Elementar- 
chromonemen aus Proteinfibrillenbiindeln mit mehr oder weniger ge- 
streckten bzw. gefalteten Polypeptidketten gebildet sein, und deswegen 
vermégen sie sich in Fibrillen aufzuteilen. Die Frage wird vielleicht durch 
ein genaueres Studium der Entwicklung der Speicheldriisenchromosomen 
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gelést werden (trotz des Studiums der Entwicklung bei Drosophila gehen 
jedoch die Meinungen iiber die Zahl der Chromonemen, aus denen die 
Speicheldriisenchromosomen zusammengesetzt sind, auseinander — 
Frotova 1938, Kopant 1942). Was nun eine Kittsubstanz zwischen den 
Chromonemen, oder besser zwischen den Chromosomenlangsfibrillen, 
anbetrifft, sprechen unsere Beobachtungen gegen das Vorhandensein einer 
solchen. Die Chromosomen spalten sich in Fibrillen auf, die zwischen sich 
das EinschluBmedium erkennen lassen. Die Aggregation der Fibrillen 
hangt nicht von dem Vorhandensein einer derartigen Substanz ab, denn 
sie kann auch durch Kohasion der auBeren (méglicherweise wasser- 
reicheren) Schichten der Fibrillen erfolgen. 


Mitotische Chromosomen. 
Als Untersuchungsmaterial fiir mitotische Chromosomen benutzten 
wir die Meristeme der Wurzelspitzen von Vicia faba L. und Allium cepa L. 
Diejenigen von Vicia waren fiir die Reaktion besser geeignet. Die Er- 
gebnisse sind von der Fixierung unabhangig. Zu Beginn der Prophase 
zeigen die Kerne intensiv gefarbte feine Kérnchen, wahrend der Kernsaft 
sich nur wenig farbt (Abb. 10, 11). In dem MaBe, wie die Prophase voran- 
schreitet, erscheinen grébere Kérnchen und schlieBlich die Chromosomen 
selbst (Abb. 10). Die bei Anwendung der Argininreaktion beobachteten 
Bilder sind denen ahnlich, wie man sie gewéhnlich mit Kernfarbungen 
erreicht. In der Metaphase farben sich die Chromosomen intensiv; in 
der Ana- und Telophase sind sie deutlich in 2 Chromatiden gespalten 
(Abb. 13, 15, 16). Wie immer, ist es auch in diesem Falle schwer zu sagen, 
ob es sich um kiinstliche Bildungen handelt, die auf der Fixierung und 
der anschlieBenden Behandlung beruhen, oder ob der Doppelbau der 
telophasischen Chromosomen einer wirklichen Differenzierung in zwei 
Halften entspricht. Die Figuren kénnen entweder als durch Vakuolisation 
entstanden oder durch zwei spiralig aufgewundene Chromonemen erklart 
werden; aber unsere Beobachtungen sprechen eher fiir die letztere 
Hypothese (vgl. zahlreiche Literaturangaben bei TiscHtER 1942). 
Wenn die Dicke der mitotischen Chromosomen derjenigen der Scheiben 
in den Speicheldriisenchromosomen gleich ware, so miiBte die Intensitat 
der Argininreaktion in beiden Fallen etwa gleichstark sein. Die Proteine 
der mitotischen Chromosomen sind dann also wahrscheinlich den in den 
chromatischen Scheiben der Speicheldriisenchromosomen vorhandenen sehr 
dhnlich, d. h. sie bestehen ebenfalls hauptsichlich aus Proteinen vom Histon- 
typ. Ob auch noch. andere Proteine vorhanden sind, weiB man nicht, doch 
erscheint es uns moglich, daB solche in der Tat immerhin in geringer Menge 
existieren. Diese Resultate. stimmen mit denen von CaSPERSSON durch 
vollig andere Methoden erhaltenen im allgemeinen iiberein. 
Die Nukleolen zeigen in der Regel eine intensivere Farbreaktion als 
die Kérnchen und Chromosomen ‘zu Beginn der Prophase. In diesen 
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Nukleolen sieht man bei Vicia ebenso wie auch bei Alliwm weniger intensiv 
gefarbte Granula, die wahrscheinlich den alveolaren Einschliissen im 
Nukleolus der Speicheldriisen von Chironomus entsprechen (Abb. 14). 
So kann man z. B. bei Vicia, wenn ein einziger Nukleolus vorhanden ist, 
gewohnlich zwei gréBere und verschiedene andere, kleinere Granula 
beobachten. Die Bedeutung dieser schon vor der Fixierung sichtbaren 
Kérnchen ist noch zu untersuchen. 

Die Intensitaét der Argininreaktion zeigt uns an, daB die Proteine 
des Nukleolus gréftenteils vom basischen Typ sind, wie auch die des 









Abb.10. Viciafaba: Endmeristem der Wurzel. Abb.11. Viciafaba: Endmeristem der Wurzel. 
Fixierung: Alkohol-Formol-Eisessig. Argi- Fixierung: Alkohol-Eisessig mit anschlieBen- 
ninreaktion. Verschiedene Stadien der der Hiirtung in Formol (3%). Argininreak- 
Prophase: Beginn der Prophase (einfacher tion. Beginn der Prophase (einfacher Pfeil) 
PfeiJ) mit wenig intensiver Reaktion und und Anaphase. Vergr. 650mal. 
fortgeschrittene Prophase (Doppelpfeil) mit 

Chromosomen. Vergr. 990mal. 


Nukleolus der Speicheldriisen. In den Nukleolen der Meristemzellen gibt 
es ebenfalls Stellen, in denen die basischen Proteine fehlen und dann durch 
nichtbasische ersetzt werden, oder — besser — in denen die basischen 
Proteine eine schwachere Konzentration als in den anderen Teilen des 
Nukleolus haben. 

Es ist besonders interessant, daB das Cytoplasma wahrend der Pro- 
phase ebenfalls eine mehr oder weniger intensive Farbreaktion gibt. 
Am Anfang der Prophase, wenn man noch die Kernmembran erkennen 
kann, die Nukleolen aber bereits schon in Auflésung begriffen sind, 
beginnt sich das Cytoplasma zu farben (Abb. 16, 10), jedoch stets weniger 
als der Kern. In fortgeschritteneren Stadien der Prophase zeigt nur 
das Gebiet des Kernes, einschlieBlich der Spindel, in der man jetzt 
Fibrillen sieht, eine relativ starke Farbreaktion, die aber sehr viel 
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schwacher als die der Chromosomen ist. Das Cytoplasma der Ruhezellen 
farbt sich fast nicht bei einer Argininreaktion (Abb. 12). Dagegen farben 





Abb. 12. Abb. 13. 


Abb. 12. Vicia faba: Wurzel. Alte Zellen mit durch Argininreaktion stark gefairbten Ruhe- 
kernen. Prophase mit angefirbtem perinuklearen Cytoplasma (Pfeil). Vergr. 990mal. 


Abb. 13. Vicia faba: Wurzel. Argininreaktion. Telophase. Die Doppelstruktur der 
Chromosomen ist deutlich zu sehen. Vergr. 950mal. 


sich die Kerne alter Zellen sehr intensiv und weisen eine dichte Kérnelung 
auf, was man auf eine starke Kondensation der immer in den Kernen 





Abb. 14. Abb. 15. Abb. 16. 


Abb. 14. Vicia faba: Wurzel. Fixierung: Alkohol-Eisessig mit anschlieBender Hartung 
in Formol (3%). Argininreaktion. Im Nukleolus erkennt man deutlich die Granula oder 
helleren Zonen mit geringerer Konzentration der basischen Proteine. Vergr. 14401ral. 
Abb. 15. Allium cepa: Endmeristem der Wurzel. Fixierung: Flemming-Benda. 
Argininreaktion. Vergr. 1450mal. 


Abb. 16. -dllium cepa: Endmeristem der Wurzel 12 Stunden lang mit Reisnukleasen be- 
handelt (vélliges Verschwinden der Thymonukleinsaure). Argininreaktion. Metaphasische 
Chromosomen. Vergr. 2170mal. 


vorhandenen basischen Proteine zuriickfiihren kann. Diese Beobachtungen 
zeigen, daB im perinukledren Cytoplasma am Anfang der Prophase eine 
Synthese (oder eine Differenzierung?) von basischen Proteinen stattfindet, 
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zu derselben Zeit also, wenn die Nukleolen sich auflésen. Im Kerngebiet 
mu8 wahrend der ganzen Teilung eine gréBere Menge an basischen 
Proteinen vorhanden sein als im iibrigen Teil des Cytoplasmas. Obwohl 
diese SchluBfolgerungen nur durch die Reaktionsbedingungen des Arginins 
eingeschrankt werden, besonders deshalb, wie wir oben schon sagten, 
weil die Intensitat der Reaktion von der Art und Weise abhangt, wie diese 
Aminosaure in den Proteinen gebunden ist, so kénnen unsere Ergebnisse 
doch, gleich den fiir die Speicheldriisenchromosomen gewonnenen, als 
ziemlich sicher betrachtet werden. 

Es bleibt noch zu erwahnen, daB wir auch die mitotischen Chromo- 
somen nach den gleichen Methoden mit Nukleasen behandelt haben 
wie die Speicheldriisenchromosomen. Doch ist hier im allgemeinen bis 
zum volligen Aufhéren der Feulgenreaktion viel weniger Zeit nétig. Die 
Farbe und Intensitaét der Argininreaktion, sowie das Aussehen und wohl 
auch die Gréfe der Chromosomen sind vor und nach der Nukleaseeinwirkung 
vollkommen gleich (Abb. 16). se 


: Diskussion. 

Was die Speicheldriisenchromosomen anbetrifft, so haben unsere Er- 
gebnisse gezeigt, daB in den Chromomeren (besser Aggregatchromomeren) 
eine gréBere Menge basischer Proteine vorhanden ist; in den Zwischen- 
chromomeren dagegen miissen die Proteine eine andere Zusammen- 
setzung haben. Diese Schliisse waren theoretisch zu fordern, damit die 
Verteilung der Proteine mit derjenigen der Thymonukleinsaure tiberein- 
stimmt. Was nun die Homologie der Speicheldriisenkerne angeht, so 
scheint es uns besser, sie einfach als immer in endomitotischen Zyklen 
mit somatischer Paarung begriffene Kerne anzusehen, und nicht als 
eine Art Ruhekerne, wie es CASPERSSON 1940 tut. Dieser Autor nimmt an, 
daB die Zwischenscheiben durch einen telophasischen Aufbau von den 
Scheiben gebildet werden, und postuliert eine auf dieser Auffassung 
basierende Deutung des Mitosezyklus. In den Kernen alter Pflanzenzellen 
beobachteten wir eine sehr intensive Argininreaktion, die einen hohen 
Kondensationsgrad von in relativ groBer Menge vorhandenen basischen 
Proteinen anzeigte. Gleich den Scheiben der Speicheldriisenchromosomen 
scheinen die Proteine dieser Ruhekerne fast ausschlieBlich vom basischen 
Typ zu sein, im Gegensatz zu den Kernen der Speicheldriisen, die in den 
Zwischenscheiben ihrer Chromosomen eine groBe Menge Proteine héheren 
Typs enthalten. 

Die mitotischen Chromosomen zeigen eine intensive Argininreaktion, 
die der in den Scheiben der Speicheldriisenchromosomen ahnelt, was 
das wahrscheinliche Vorhandensein einer groBen Menge Proteins vom 
basischen Typ anzeigt. Das 1aBt sich sowohl mit dem Schema von 
CASPERSSON eines prophasischen Abbaus und telophasischen Aufbaus, als 
auch durch eine Spiralisation und Molekularfaltung (Faltung in moleku- 
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larer GréBenordnung vgl. z. B. Serra 1942 und REsEnDE 1940, 8. 513) 
erklaren. Die anChromosomen im Leptotaénstadium der Meiose gemachten 
Beobachtungen zeigen, daB die Zwischenchromomeren (wenn man den 
Chromomerenbau als bewiesen annimmt) auBerordentlich diinn sind. 
Wenn diese Zwischenchromcmeren aus Proteinen héheren Typs bestehen 
und auch noch in der Metaphase erhalten bleiben, d. h. ohne einen pro- 
phasischen Abbau zu erleiden, werden sie doch nur einen kleinen Bruch- 
teil der Proteine des metaphasischen Chromosoms liefern. Eine groBe 
Menge von Proteinen basischen Typs erscheint wahrend der Prophase der 
Mitose nicht nur im Kern, sondern auch im perinukleéren Cytoplasma. 
Es ist hierbei noch zu bemerken, daB das perinukleére Cytoplasma der 
Speicheldriisen auch manchmal eine starke Argininreaktion gibt. Die 
basischen Proteine des perinuklearen Cytoplasmas sind wahrscheinlich 
fiir den Aufbau des Kerns bestimmt und spielen eine gewisse Rolle bei 
der Teilung. Die Zunahme der Intensitaét der Argininreaktion im Kern 
wahrend der Prophase (vgl. z. B. die Abb. 10, 11, 12) kann man nur durch 
die Annahme einer Synthese basischer Proteine erklaren. Ob gleichzeitig 
ein Abbau von Proteinen héheren Typs stattfindet, wissen wir nicht. 
Wenn es aber einen solchen gibt, was immerhin wahrscheinlich ist, so 
kénnte er auch im Cytoplasma und nicht nur im Kern eintreten. Be- 
kanntlich erfolgt auBerdem eine Nukleinséuresynthese wahrend der 
Prophase (CASPERSSON und ScHULTz 1938). Die basischen Proteine 
sollen sich mit der synthetisierten Nukleinséure verbinden und zusammen 
mit Thymonukleinséure die Matrix der Chromosomen bilden. In der 
Telophase erfolgt dann der Abbau dieser basischen Proteine und Thymo- 
nukleinséure der Matrix, die hierauf in das Cytoplasma gelangen sollen, 
um nach der Annahme von CasPERSSON und ScuHvLTz fiir die cyto- 
plasmatischen Synthesen zu dieren. Wir konnten eine intensive Farbung 
des Kerngebietes! waihrend der Telophase beobachten. Nach unserer 
Meinung werden die Proteine der Zwischenchromomeren der mitotischen 
Chromosomen in der Prophase nicht abgebaut, sondern, im Gegenteil, um- 
hiillen in dieser Phase basische Proteine (die teilweise im Cytoplasma gebildet 
wurden) die Chromonemen, wihrend die Chromomeren und Zwischenchromo- 
meren mehr oder weniger unverdndert erhalten bleiben, und so das meta- 
phasische Chromosom aufbauen (vgl. RESENDE 1939, 1940). Diese meta- 
phasischen Chromosomen wiirden sich demnach aus Chromonemen und 
Matrix (Kalymma) zusammensetzen, was mit der Meinung der meisten 
Karyologen iibereinstimmen wiirde, nicht aber mit der Auffassung 
DARLINGTONs und anderer, die das Vorhandensein einer Matrix leugnen 
und nur Thymonukleinséure annehmen. Die Chromonemen wiirden 
sich dann, nach unserer Auslegung, nicht durch Abbau der zwischen- 
chromomerischen Proteine, sondern durch Spiralisation und Molekular- 


1 Wir verstehen darunter den zunachst vom prophasischen Kern, darauf von 
den beiden Chromosomengruppen, der Ana- und Telophase, eingenommenen Raum. 
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faltung (im Sinne PauLines 1940) verkiirzen und sich gleichzeitig eine 
Matrix aus ungefahr gleichen Mengen Thymonukieinséure und basischen 
Proteinen um sie legen. Hinzufiigen miissen wir noch, da8 gewisse noch 
nicht veréffentlichte Beobachtungen, die wir bei Nukleasebehandlungen 
gemacht haben, fiir diese Auffassung sprechen: wir sahen namlich, daR 
trotz vélligen Aufhérens der Feulgenreaktion die mitotischen Chromo- 
somen bei einer Farbung mit sauren Farbstoffen ihr Aussehen und ihre 
GréBe und Dicke fast unverandert beibehielten. 

Zusammenfassend ist zu sagen, daB unsere Auffassung vom Mitose- 
zyklus, die mit unseren Beobachtungen am meisten iibereinstimmt, sich 
von der Casperssonschen dadurch unterscheidet, daB wir keinen pro- 
phasischen Abbau und entsprechenden telophasischen Aufbau von 
zwischenchromomerischen Proteinen annehmen. Das Chromosom (oder 
wenigstens die Chromonemen) behalt so durch die aufeinanderfolgenden 
Mitosezyklen hindurch seine morphologische und chemische Kontinuitat. 

Die basischen Proteine kénnen und miissen auBer zur Bildung der 
Matrix auch noch zur Synthese von Bestandteilen der Chromonemen 
dienen. Die betrachtliche GréBe der Zwischenscheiben in den Speichel- 
driisenchromosomen kann man durch Entspiralisierung und Entfaltung 
von Polypeptidketten erklaren. Bekanntlich besitzen die metaphasischen 
Chromosomen und, ganz allgemein gesprochen, alle Chromosomen eine 
groBe Ausdehnungsfahigkeit; sie kénnen um ein Vielfaches ihrer Lange 
gedehnt werden. Selbst die Speicheldriisenchromosomen mit ihrer ge- 
ringen Spiralisation kénnen ohne bleibende Deformation um bis zu 100 
und 150% (PFEIFFER 1940, 1941; Buck 1942) und die Chromosomen aus 
Amphibieneiern sogar bis zu 450% (DuRYEE) gedehnt werden. Dies 
beweist, daB die Chromosomen sich allein schon durch Streckung um 
ein Mehrfaches ihrer Lange vergréBern kénnen, und daB sie nur durch 
Streckung und méglicherweise Hinzufiigung von neuer Substanz um die 
Chromonemen und nicht zwischen die Chromomeren ,,wachsen“*. So 
kénnen die Speicheldriisenchromosomen aus den mitotischen hervorgehen, 
ohne da8 notwendigerweise ein telophasischer Aufbau von Proteinen 
zwischen den Chromomeren stattgefunden hat. 

Fiir den Nukleolus konnten wir durch unsere Untersuchungen das 
Vorhandensein von basischen Proteinen in starker Konzentration nach- 
weisen; im iibrigen kamen wir nicht tiber die bisher bereits vorliegenden 
MutmaBungen betreffs des Nukleolus hinaus. So lieBen sich auch auf 
sein Verhaltnis zum Heterochromatin keine Schliisse ziehen. Nach unserer 
Meinung stellt der Nukleolus wahrscheinlich eine allgemeine Reserve an 
basischen Proteinen, ganz besonders fiir den Kern, aber daneben auch fiir 
das Cytoplasma dar. Die gleiche Bedeutung wiirde dann seine Ribo- 
nukleinséure (CASPERSSON und ScuHuttz 1940) haben. Hinzuzufiigen ist 
noch, daB die gewéhnlichen mitotischen Nukleolen denen der Speichel- 
driisen von Chironomus in Bau und Struktur sehr ahnlich sind. 
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Zusammenfassung. 

Es wurde die Argininreaktion auf die Speicheldriisenchromusomen 
von Chironomus und die Wurzelspitzen von Vicia faba L. und Allium 
cepa L. angewendet. Hierdurch konnten die Kernproteine bis zu einem 
gewissen Grade naher bestimmt werden. Die Hauptergebnisse dieser 
Untersuchungen sind die folgenden: 

In den Speicheldriisenchromosomen ist die Argininreaktion in den 
chromatischen Scheiben sehr intensiv, was fiir das Vorhandensein einer 
groBen Menge basischer Proteine in diesen Regionen spricht. 

Aus der Farbintensitat der Scheiben, verglichen mit derjenigen der 
Zwischenscheiben, konnte mit ziemlich groBer Wahrscheinlichkeit ge- 
schlossen werden, daB die Proteine der ersteren zum gréBten Teil oder 
sogar fast ausschlieBlich vom basischen oder Histontyp sind, wahrend die 
Zwischenscheiben aus Proteinen héheren Typs, vielleicht den Globulinen 
ahnlichen, zusammengesetzt sind, was mit den durch Ultraviolett- 
mikrospektroskopie von anderen Autoren erhaltenen Resultaten iiber- 
einstimmt. 

Das Entfernen der Thymonukleinséure durch Nukleasen bis zum 
volligen Verschwinden der Feulgenreaktion 14Bt scheinbar die Chromo- 
somen unverdndert. Die Scheiben der Speicheldriisenchromosomen 
geben auch weiterhin eine intensive, und die Zwischenscheiben eine 
schwache Argininreaktion. Auch in den mitotischen Chromosomen ist 
die Reaktion vor und nach der Einwirkung der Nukleasen die gleiche. 
AusmaBe und Struktur der Chromosomen bleiben anscheinend unver- 
andert. 

Die mitotischen Chromosomen enthalten eine relativ groBe Menge 
von Proteinen basischen Typs; ihre Proteinzusammensetzung muB daher 
derjenigen der chromatischen Scheiben in den Speicheldriisenchromo- 
somen ahneln. 

Die Nukleolen der Speicheldriisen sind reich an basischen Proteinen, 
wahrscheinlich im gleichen Mengenverhaltnis wie in den Scheiben der 
Chromosomen. Ihre alveoléren Einschliisse besitzen entweder nicht- 
basische Proteine oder basische in geringerer Konzentration. 

Die gewohnlichen (mitotischen) Nukleolen sind denen der Speichel- 
driisen ahnlich und zeigen gleichfalls eine starke Konzentration von 
Proteinen basischen Typs. AuBerdem finden sich Granula von anderen 
Proteinen (oder besser von basischen Proteinen in geringerer Konzen- 
tration als in den iibrigen Teilen des Nukleolus). 

Weiter werden die mit Hilfe der Argininreaktion iiber die fibrillare 
Struktur der Chromosomen gemachten Beobachtungen behandelt. 

Zum Schlu8 wird die Bedeutung der neuen Befunde fiir die Aus- 
legung des Mitosezyklus diskutiert. 
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(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie. Berlin-Dahlem.) 


DAS VERHALTEN DER CHROMOSOMEN VON ASCARIS 
MEGALOCEPHALA NACH RONTGENBESTRAHLUNG. 


Von 
Hans Baver und JEAN LE CALvEz. 
Mit 9 Textabbildungen (32 Einzelbildern). 
(Eingegangen am 7. August 1944.) 


I. Einleitung. 

Die bisherigen Untersuchungen iiber die Strahleninduktion von 
Chromosomenmutationen sind im wesentlichen an Drosophila-Spermien 
und an Pollenzellen einiger Monocotylen durchgefiihrt worden (vgl. die 
Zusammenfassung bei BAUER, 1942). Im ersten Fall werden die Muta- 
tionen friihestens in den F,-Larven, die auf die bestrahlten Spermien 
zuriickgehen, erfaBt, im zweiten Fall schon in der auf die Bestrahlung 
des Ruhekerns folgenden Mitose. Beide Untersuchungsweisen ergiinzen 
sich gegenseitig. Die Analyse der Pollenzellen bietet als hauptsichlichen 
Gewinn die Méglichkeit, den Anteil der nichtlebensfihigen Chromo- 
somenmutationen, unter ihnen besonders der Fragmentationen, unmittel- 
bar zu bestimmen. 

Es erscheint wichtig, die Pollenzellenanalysen, denen zudem nur 
wenige Arten (T'radescantia, Bellevalia, Hyacinthus, Tulipa) zugrunde 
liegen, durch Untersuchung anderer Zellarten zu ergiinzen. Zwar sind 
schon an Wurzelmeristemen verschiedener Pflanzen, an Neuroblasten 
der Heuschrecke Chorthippus longicornis und Gewebezellen der Maus 
die Strahlenwirkungen cytologisch bestimmt und quantitativ ausgewertet 
worden. Doch war das Ziel dieser Untersuchungen auf die Feststellung 
von Trefferkurven beschrinkt, ohne eine nihere cytologische Klarung 
der Mutationsarten zu umfassen. Zudem haben die dabei herangezogenen 
Zellen der Meristeme den groBen experimentellen Nachteil, daB die 
Méglichkeit, eine ganz bestimmte Phase des Mitoseablaufes zu behandeln, 
wegen der fehlenden Synchronie der Teilungen entfallt. 

Ein tierisches Material besonders giinstiger experimenteller Zu- 
giinglichkeit, das darin die Pollenzellen noch iibertrifft, stellen die Eier 
des Pferdespulwurms Ascaris megalocephala (= Parascaris equorum) 
dar. Dieser klassische Gegenstand der Cytologie ist schon bald nach der 
Entdeckung des Strahleneinflusses auf die Chromosomen wiederholt zur 
Untersuchung herangezogen worden (PERTHES, PayNE, STEVENS, P. 
Hertwie u.a.; vgl. P. Hertwie, 1927). In diesen Arbeiten ist aber 
entweder nur der Strahleneffekt deskriptiv festgestellt worden, oder es 
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haben ihnen entwicklungsgeschichtliche Fragestellungen zugrunde ge- 
legen. Spiiter ist Ascaris dann ein vielbenutztes Versuchstier der Rént- 
genologen geworden (HOLTHUSEN und seine Schule, ZUPPINGER u. a.: 
Schriftenhinweise bei ZIMMER, 1943). Dabei hat sich als unangenehme 
Eigenheit herausgesteilt, daB die Ergebnisse an den Eiern verschiedener 
Wiirmer unterschiedlich sind, und zwar variiert nicht nur die durch- 
schnittliche Strahlenempfindlichkeit, sondern auch die Form der Dosis- 
effektkurven. Hier iiberdeckt also eine biologische Variabilitit die 
unmittelbaren Dosisbeziehungen der gepriiften Veranderung (Absterben 
der Embryonen). AuBerdem zeigte es sich, daB AuBeneinfliisse — ge- 
priift wurde der Sauerstoffentzug — erhebliche Abanderungen der 
Strahlenreaktion hervorrufen. Von diesen Besonderheiten bedeutet nur 
die Uberdeckung der Trefferkurven durch andersartige Variabilitits- 
kurven ein ernstes Hindernis fiir die Analyse induzierter Veriinderungen. 
Sie trifft aber, wie im folgenden gezeigt werden wird, fiir die Chromo- 
somenmutationen nicht zu. Die anderen Besonderheiten dagegen, die 
Schwankungen in der absoluten Strahlenempfindlichkeit und die Variabili- 
tit unter abweichenden Bestrahlungsbedingungen, kénnen wertvolle An- 
siitze zum vertieften Verstindnis der induzierten Veriinderungen ergeben. 

Auch von ecytologischen Gesichtspunkten aus zeigt Ascaris Besonder- 
heiten, die von vornherein einen vom iiblichen abweichenden Grad der 
ErfaBbarkeit der Chromosomenmutationen bedingen. Ihre Chromo- 
somen sind Sammelchromosomen, die einen multiplen Spindelansatz 
aufwiesen. Dadurch kénnen die Fragmente (wenigstens die meisten) 
normal am Mitoseablauf teilnehmen (WHITE, 1936), und auch reziproke 
Translokationen sind nicht, wie bei anderen Zellen, durch das Auftreten 
bizentrischer und azentrischer Chromosomen aufzufinden. SchlieBlich 
laBt der geringe Unterschied der Chromosomen des diploiden Bestandes 
und die hinzukommende Variabilitiit der Chromosomenlinge, besonders 
auch die Unterschiede zwischen den Homologen (HANCE, 1927), eine 
eindeutige Bestimmung des betroffenen Chromosomenindividuums nicht 
zu. Da es ja aber nicht darauf ankommt, bei allen Analysen die Gesamt- 
heit der Mutationen méglichst vollstaéndig zu erfassen und die genauen 
Bruchorte zu bestimmen, es vielmehr wichtiger erscheint, das quanti- 
tative Verhalten bestimmter ,,Signalmutationen“ genau festzustellen, 
so sind auch diese karyologischen Sonderverhiiltnisse ohne Nachteil. 

Die folgenden Ergebnisse sind fragmentarisch. Aus zeitbedingten 
Griinden steht uns das zur Fortsetzung notwendige Material nicht immer 
zur Verfiigung. Da aber schon diese ersten Befunde in mancher Hinsicht 
Unterschiede zu anderen Zellarten aufgezeigt haben, erschien die Ver- 
dffentlichung in diesem unvollstindigen Zustand zweckmiiBig. 

Die mikroskopische Analyse wurde von dem einen von uns (L. C.) 
durehgefiihrt. Fiir die rechnerische Auswertung ist der andere (B.) 
verantwortlich. 





{ 
I 
| 
| 
I 












< 


von Ascaris megalocephala nach Réntgenbestrahlung. 595 


II. Untersuchungsverfahren. 

Die Methoden zur Behandlung von Ascaris-Eiern sind zwar oft dar- 
gestellt worden; bestimmte Abinderungen machen aber eine vollstindige 
Mitteilung unserer Technik nétig. 

Die Eier wurden entweder sofort nach der Entnahme aus den lebenden Wiirmern 
bestrahlt oder aber vorher im Ejisschrank aufbewahrt. Das einfache Halten der 
ganzen Wirmer bei 0° bewahrte sich nicht, da die spiter herauspraparierten Eier 
sich zum Teil in ihren Entwicklungszeiten als verandert erwiesen. Um den auf- 
zubewahrenden Eiern méglichst gleichartige Entwicklungsbedingungen zu bieten, 
wurden sie aus dem Uterus ausgedriickt und nach Verrihren in etwas Blutserum 
mit einem Haarpinsel in gleichmaBiger, dinner Schicht auf 1% igen Agar in Prtri- 
Schalen aufgetragen. Unter diesen Bedingungen behalten die Eier wihrend langer 
Zeit ihre gleichmaBige Reaktionsweise. 

Zur Bestrahlung wurden entweder frisch praparierte Uterusabschnitte oder 
die aufbewahrten Eier auf Agarbléckchen, die auf eine angefeuchtete Pappunter- 
lage gesetzt wurden, verwendet. Sollte nicht das Vorkernstadium, sondern ein 
spateres bestrahlt werden, so wurden die Prtri-Schalen mit den Eiern bis zur 
Erzielung des gewiinschten Stadiums in den Thermostaten (meistens 26°) gebracht. 

Nach der Bestrahlung wurden die Kier mit etwas Serum auf Objekttragern 
ausgestrichen. Das Serum mu8 dann (nach dem Vorgange von ScHLErP 1923) 
in 2% igem Formol koaguliert werden, da es sonst beim Trocknen eine die Farbung 
stérende dicke Hille um die Eier bildet. Danach werden die Ausstriche (nach be- 
liebig langem Aufenthalt im Eisschrank) in den Thermostaten gebracht, bis das 
zur Untersuchung geeignete Meta- oder Anaphasestadium erreicht ist. Fiir die 
Untersuchung der 1. Furchungsteilung hat es sich als zweckmaBig erwiesen, die 
Objekttrager flach in den Thermostaten zu legen; die befruchteten Eizellen orien- 
tieren sich unter der Wirkung der Schwerkraft innerhalb ihrer Schale dann so, 
daB die Spindelachse senkrecht zur Objekttragerflache steht. 

Fir die Farbung der bekanntlich nicht leicht zu behandelnden Eier hat sich 
in unserem Laboratorium seit langerem das Karminessigverfahren bewahrt. Fixiert 
werden mu8 dabei durch UbergieBen mit kochendem Alkohol-Eisessig (3:1), da 
bei kalter Fixierung das Gemisch nicht immer die Schalen durchdringt und man 
dann Praparate erhalten kann, in denen die Furchungsteilung bei gefarbtem 
1. Richtungskérper weitergeht. Es sind also die zart erscheinenden welligen Innen- 
membranen, die das Haupthindernis bei der Fixierung darstellen. Als Dauer der 
Fixierung in heiSem Alkohol-Eisessig geniigen 2—3, Min. Dann werden die Aus- 
striche fiir etwa 1/, Stunde in Karminessigsaure gebracht. Nach der Farbung werden 
sie in 45%iger Essigsiure solange gespiilt, bis die Farbung der Membran und der 
Serumschicht ausgezogen ist. Zur Untersuchung geniigen Frischpraparate, die ein- 
fach durch Auflegen des Deckglases auf die in einem Tropfen 45%iger Essigsaure 
liegende Eischicht und Abdichten der Kanten mit Krénicschem Deckglaskitt 
hergestellt werden. Solche Frischpraparate halten sich bei Zimmertemperatur 
mehrere Monate. Zur Beobachtung empfiehlt sich eine schwache Olimmersion 
von 50—60facher EigenvergréBerung. 

Die nach diesen Verfahren hergestellten Praparate zeigen infolge der weit- 
gehenden Verquellung der plasmatischen Strukturen — das Ei fiillt fast den ganzen 
Schaleninnenraum aus — die Chromosomen mit besonderer Deutlichkeit. Aller- 
dings sind dabei auch die Spindeln und Centrosomen nicht erkennbar. 

Die Bestrahlung wurde mit einer Metalix-Réhre bei 123 kV, 8 mA, 1 mm Al 
und 30 cm Abstand unter einer Intensitaét von 80 r/min vorgenommen. Die Dosis- 
steigerung erfolgte in den hier behandelten Versuchen durch Verlingerung der 
Bestrahlungszeit bei gleichbleibender Intensitaét. Die Dosis wurde wahrend der 
Bestrahlung mit einem Hammer-Dosimeter gemessen. 


2. Bd. 40 
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III. Die Cytologie der réntgenausgelésten Verinderungen. 

Die in dieser Mitteilung behandelten Ergebnisse sind alle nach Be- 
strahlung der Eier auf dem Vorkernstadium gewonnen worden. Uber 
die Behandlung anderer Entwicklungszustinde soll spiter berichtet 
werden. 

In der Metaphase der 1. Furchungsteilung treten bei der bivalens- 
Rasse normalerweise 4 wenig langenverschiedene Chromosomen auf; 
die univalens-Rasse weist 2 Chromosomen auf. Gelegentlich, besonders 
auch in den Reifeteilungen, sind Abweichungen beschrieben worden, 
indem neben den langen Chromosomen 1 oder 2 kurze gefunden wurden 
(Herta, Enwarps, Borne, Frotowa, GEInitTz; vgl. die Zusammen- 
stellung bei ScHRADER, 1928), die als Fragmentchromosomen aufgefaBt 
und im besonderen als von den Autosomen abgeléste, selbstiindig ge- 
wordene Geschlechtschromosomen gedeutet worden sind. 

In unserem Material fand sich unter den Eiern aller genauer unter- 
suchten Wiirmer stets ein zahlenmaBig stark wechselnder Prozentsatz 
mit 5, selten 6 statt der 4 Chromosomen bei bivalens und mit 3, vereinzelt 
4 Chromosomen bei wnivalens. Alle diese Falle entstehen offensichtlich 
durch Bruch der normalen Chromosomen, wie sich aus den GréBen- 
verhaltnissen ergibt (Abb. 1 fiir bivalens). Es kénnen beide Chromo- 
somen des Satzes von bivalens fragmentiert werden, sowohl das langere 
(Abb. la) wie das kiirzere (1b). Die Briiche kénnen an verschiedenen 
Stellen der Chromosomen liegen; in Abb. la ist der Bruch nahezu 
median, in Abb. 1b mehr submedian aufgetreten. Es kommen auch 
distal gelegene Briiche vor. 

Bei diesen spontanen Fragmentationen handelt es sich héchstwahr- 
scheinlich um einmalige Ereignisse in der Keimbahn eines oder beider 
Elterntiere. Der abnorme Chromosomenbestand erhalt sich dann wihrend 
der anschlieBenden Mitosen. Das ergibt sich aus den folgenden Be- 
funden an 5 eingehend untersuchten Wiirmern: 

1. Soweit sich ohne genaue Messungen Lingenangaben machen 
lassen, erscheint die GréBe der Bruchstiicke in den Kiern eines Wurmes 
dann stets gleich, wenn unter ihnen nie solche mit mehr als 5 Chromo- 
somen auftreten, also immer nur ein Chromosom gebrochen ist. Es 
handelt sich also wohl um dasselbe Chromosom und dieselbe Bruchstelle. 
Treten auch Eier mit 6 Chromosomen auf, so lassen sich diese auf nur 
2 verschiedene Bruchvorkommnisse zuriickfiihren, wie im Beispiel der 
Abb. la, b. 

_ 2. Bei Wiirmern, die Eier mit 5 und 6 Chromosomen enthalten, ist 
die Haufigkeit der Eier mit 6 Chromosomen, also 2 Bruchstellen, sehr 
gering. Wiirde es sich in solchen Fallen um Fragmentationen handeln, 
die erst in den Gameten oder Zygoten auftreten, so miiBten sie eine 
Zufallsverteilung ergeben und es sollten bei gréBerer Anzahl von Eiern 
mit 5 auch entsprechend mehr mit 6 Chromosomen auftreten. Die fiir 
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Tabelle 1. Beobachtete und bei Zufallsverteilung der Briiche erwartete 
Anzahlen der Eier mit Spontanfragmenten aus 3 bivalens-Wirmern. 









































Q-Nr. BI B Il B Ill 
Anzahl ! 
der Frag- | beobachtet | erwartet beobachtet | erwartet beobachtet | erwartet 
mentationen 
0 1251 1282 1505 1556 1965 1969 
1 430 335 471 373 122 115 
2 4 68 1 48 0 3 
gesamt 1685 1977 2087 


eine Poissonverteilung erwarteten Prozentzahlen sind in der Tabelle 1 
den beobachteten gegeniibergestellt. Es ist ohne weitere Berechnungen 
klar, daB eine Zufallsverteilung nicht vorliegt. 

3. Die Haufigkeit der Eier mit spontanen Fragmenten betragt bei 
den 5 Wiirmern 0,78%, 5,85%, 23,87%, 25,17% und 25,76%. Diese 
Zahlen liegen alle ganz nahe bei Potenzen von 1/5, namlich 0,78%, 6,25% 
und 25%. Derartige Werte wiirde man nach der obigen Annahme einer 
einmaligen Fragmentation in der Keimbahn eines Elterntieres erwarten. 
Sie entsprachen einem Bruch vor der 2., der 4. und der 7. Furchungsteilung. 
Die seltenen Fille, in denen in einem Ei 2 Fragmentationen vorkommen, 
waren dann als Kombinationen zweier Bruchvorkommnisse aufzufassen ; 
bei dem Wurm BI z. B. mit 25,76% Eiern mit spontanen Fragmenten 
kénnte der eine Bruch vor der 2. Furchungsteilung des einen, der andere 
vor der 6. oder 7. Teilung des anderen Elters erfolgt sein. Ware die 
Fragmentation in beiden Eltern gleichméglich, so sollten auch von 
1/2 stirker abweichende Werte gefunden werden. 

Gegen die Deutung, daB die Fragmente freigewordene Geschlechts- 
chromosomen sind, spricht in erster Linie ihre wechselnde Gré8e und 
— bei bivalens — die Beteiligung beider Chromosomen des Satzes. Schwer 
damit vereinbar ist auch ihr zahlenmaBig wechselndes Auftreten. In 
keinem Fall wurde eine Haufigkeit von 50% erreicht, wie sie fiir normale 
Heterogametie zu erwarten wire, wenn die X-Gruppe des ¢ oder eine des 
2 verselbstiindigt ware. Um die niedrigeren Prozentsatze zu erklaren, 
miiBte auch hier wieder eine erst in der Keimbahn erfolgte Abtrennung 
angenommen werden. 

Zur Stiitzung unserer Deutung der spontan auftretenden Fragmente 
ist natiirlich ein gr6Beres Material notwendig, an dem auch Messungen 
vorzunehmen waren. Auch bei Zustimmung zu dieser Deutung bleibt die 
nahe Ubereinstimmung der beobachteten Prozentsitze mit Potenzen von 
1/, merkwiirdig; denn sowohl durch Polygamie wie durch weitere Ver- 

‘erbung miiBten auch andere Werte zustandekommen, es sei denn, da8 
im ersten Fall die Fragmentation bevorzugt in der Keimbahn der weib- 
lichen Embryonen auftrite und da8 im zweiten Fall die Zygoten mit 
40* 
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Fragmenten irgendwie entwicklungsbenachteiligt sind, wofiir aber kein 
Hinweis vorliegt. 

Alle spontan vorkommenden Fragmente sind stets durch vollstindigen 
Bruch abgetrennie Chromosomenfragmente und die urspriinglich zusammen- 
gehérigen Bruchstiicke sind in ihrer Lage in der Chromosomenplatte 
unabhingig voneinander. Chromatidenbriiche sowie unvollstandige Chro- 
mosomenbriiche wurden in dem unbehandelten Material nicht beobachtet. 

ach Roéntgenbestrahlung auf dem Vorkernstadium nimmt die Héufig- 
keit der Eier mit Fragmenten mit der Dosis steigend zu; andere Chromo- 
somenmutationen sind dagegen in keinem Falle nachgewiesen worden. 
Es muB8 zunichst erértert werden, welche Arten von ihnen bei Ascaris 
tiberhaupt feststellbar sind. Von den Mehr-Bruch-Mutationen, die auf 
Chromosomenbriiche (vor der Langsspaltung oder danach durch beide 
Chromatiden an homologen Stellen) zuriickgehen, kénnen mit Sicherheit 
nur Deletionen erkannt werden, und auch diese nur dann, wenn das 
durch die beiden Briiche begrenzte Mittelstiick sich zu einem Ring 
schlieBt. Reziproke Translokationen sind nur zum Teil erfaBbar, namlich 
dann, wenn die ausgetauschten Abschnittte stark langenverschieden sind, 
so daB ein iibernormal langes und ein unternormal kurzes Chromosom 
entsteht. Alle anderen Mehr-Bruch-Mutationen nach Chromosomen- 
briichen sind nicht oder nicht mit Sicherheit aufdeckbar. Dagegen 
miissen alle Mehr-Bruch-Mutationen, die auf Briiche in jeweils nur einer 
einzelnen Chromatide zuriickgehen, ohne weiteres erkennbar sein. Trotz 
aufmerksamer Suche konnte in dem bestrahlten Material keine dieser 
grundsiatzlich nachweisbaren Mutationen gefunden werden. 

Die induzierten Fragmente gehen sowohl auf Chromosomen- wie auf 
Chromatidenbriiche zuriick. Im letzten Fall lassen sie sich erst in der Ana- 
phase beobachten; sie sind zunaichst — auch nur in geringem Umfang — 
bei bivalens untersucht worden. 

Beispiele fiir induzierte Chromosomenfragmente gibt Abb. 1 c—m 
von bivalens-Aquatorialplatten. Die induzierten Briiche sind gelegenit- 
lich unvollstindig (Abb. 1d, e). Bei vollstaéndigen Briichen 148t sich 
zwischen réntgeninduzierten und spontanen Fragmenten nicht ohne 
weiteres unterscheiden. Oft aber sind beide Arten durch die Lagebeziehung 
der Stiicke voneinander trennbar. So zeigen Abb. 1c einen induzierten 
Bruch in einem spontanen Fragment, Abb. 1 d (unten links) und Abb. 1 f 
. (oben rechts) einen induzierten Bruch in Hiern ohne spontane Frag- 
mente und Abb. 1h einen induzierten Bruch (oben links) neben einem 
spontanen (unten rechts). In Fallen wie Abb. 1 g 14Bt sich der induzierte 
Bruch (unten links) daran erkennen, daB er ein so kurzes Fragment 
erzeugt, wie es in den Kontrolleiern sonst nicht vorkommt. 

Die durchschnittliche Anzahl der Chromosomenfragmente steigt 
mit der Dosis. Die Dosisbeziehungen werden unten naher behandelt 
werden. Hier sei nur angegeben, daB die beobachtete Héchstanzah! der 
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Briiche in einem Ei bei dem 9 B III mit geringer Kontrollfragmentation 
von 1 bei der Kontrolle auf 2 bei 250 und 500r, 3 bei 1000 r und 4 und 
mehr bei 2000r anstieg. 

Die Zahlenbestimmung bei 2000r ist sehr erschwert, weil bei dieser 
Dosis eine andersartige Chromosomenverdinderung auftritt; sie nehmen in 
der Metaphase nicht die glattzylindrische Form an, wie bei den niedrigen 


Abb. 1. A. megalocephala bivalens. 1. Furchungsteilung; Aquatorialplatten mit Chromo- 
somenfragmenten. a, b Kontrolle mit Spontanfragmenten; c—m _ réntgeninduzierte 
Fragmente. c,d nach 500 r, e—h nach 1000 r, i—m mit formgestérten Chromosomen nach 
2000 r. e, f 2 BIII, alle iibrigen 2 B I. 

Dosen, sondern sind unregelmiBig zickzackformig verkriimmt. Es hat 
den Anscheiii, als ob die Spiralisation gestért sei. An solchen Platten 
sind spontane und induzierte Fragmente nicht mehr zu unterscheiden; 
doch ist die Mehrzah] natiirlich durch die Bestrahlung ausgelést. Abb. 1 
i—m gibt derartige Aquatorialplatten mit 7, 8, 9 und 10 Chromosomen- 
stiicken, also 3—6 Briichen, wieder, von denen somit mindestens 1—+4 
réntgeninduziert worden sind. 

In derselben Weise wie bei bivalens treten Chromosomenbriiche auch 
bei wnivalens auf. Infolge der gréBeren Schlankheit der Chromosomen 
sind sie nicht ganz so auffallig wie bei bivalens.. Einige Beispiele fiir 
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vollistiindige Chromosomenbriiche sind in Abb. 2 dargestellt. Eine nihere 
Beschreibung eriibrigt sich. 

Die nur bei bivalens untersuchten Chromatidenfragmente lassen sich 

mit Sicherheit nur in der Anaphase an Polansichten der beiden Tochter- 

platten nachweisen. Auch dann ist 

\ { } eine vollstindige Beurteilung nur 

Y \ méglich, wenn die Chromosomenenden 

7” noch nicht abgeknickt sind. Die 

Beobachtungen wurden daher auf 

/ x solche Stadien der 1. Furchungsteilung 

beschrinkt, bei denen der Abstand 

b a der Tochterplatten nur bis zum 5fachen 

Abb Ae 4. megalocephala univalens des Chromatidendurehmessera betrug 

1. Furchungsteilung; Kquatorialplatten. (vgl. Abb. 3 e). Im Vergleich zu den 

Beispiele fiir induzierte Chromosomen- Metaphasechromosomen ist die Dicke 

fragmente. : 

der Tochterchromosomen auffallend 

gering. Dieser Gegensatz mu8 durch das ~angewandte Karminessig- 

verfahren verstiirkt sein; denn in nach anderen Methoden erhaltenen 
Bildern ist der Unterschied nicht derart ausgesprochen. 
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PS ‘ZA Abb. 3. A. megalocephala bivalens. 1. Furchungs- 
i \ teilung; Tochterplatten der friihen Anaphase. In 


eS mes a—d getrennt, in ein natiirlicher Lage gezeichnet. 
a, b, d@ Chromatidenfragmente, c Chromatiden- 
und Chromosomenfragmente, 
e Chromosomenfragmente. 


In der Anaphase kénnen Briiche in einer oder in beiden Tochter- 
platten vorhanden sein. Liegen sie in den beiden Lingshalften eines 
Chromosoms an gleicher Stelle, so gehen sie so gut wie immer auf einen 
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Chromosomenbruch zuriick. Ein Beispiel fiir derartige, sich normal 
teilende Chromosomenfragmente gibt Abb. 3 e. Die Zelle weist 2 Briiche 
auf; die beiden Bruchstiicke rechts oben gehen wahrscheinlich auf eine 
spontane Fragmentation, die beiden links unten auf eine induzierte zuriick, 
wie sich aus der Lage der Bruchstiicke schlieBen 1iBt. Alle Bruchenden 
verhalten sich wie normale Chromosomenenden. Auch in anderen Fallen 
lieB sich niemals eine Vereinigung der Bruchenden der homologen Chromo- 
tidenfragmente beobachten; Chromatidenbriicken, wie sie im Gefolge 
von riicklaufigen Ein-Bruch-Rekombinationen (den isochromatid rejoins 
der englischen Untersucher) in der Pollenzell- und Pollenschlauchmitose 
vielfach beschrieben worden sind, fehlen bei Ascaris. 

Uber das Anaphaseverhalten der unvollstindigen Chromosomen- 
briiche 148t sich nichts aussagen. Es fanden sich keine abweichenden 
Teilungsbilder, die man auf sie zuriickfiihren kénnte. 

Die Mehrzahl der in der Anaphyse beobachteten Briiche betrifft 
jeweils nur eine Chromatide. Die Tatsache, daB sich die homologen 
Bruchenden induzierter chromosomaler Briiche nicht wiedervereinigen, 
macht es sicher, daB alle auf eine Chromatide beschrankten Briiche 
unmittelbar als solehe durch die Bestrahlung ausgelést werden und nicht 
als Chromosomenbriiche mit Wiedervereinigung der zusammengehorigen 
Enden einer Chromatide anzusehen sind. 

Die Beschriinkung der Auswertung der -Priparate auf den ersten 
Abschnitt der Anaphase, der schnell durchlaufen wird und daher seltener 
ist, bedingt es, daB iiber das quantitative Auftreten der induzierten 
Chromatidenbriiche noch keine genauen Angaben méglich sind. Schon 
jetzt 14Bt sich aber feststellen, daB diese Briiche jedenfalls erheblich 
zahlreicher sind als die bei gleicher Dosis ausgelésten Chromosomen- 
briiche (vgl. unten S. 604). 

Chromatidenbriiche kénnen in einer oder in beiden Tochterplatten 
anwesend sein. Als Héchstanzahl in einer Platte fanden sich bei den 
Dosen 250 und 500r 4 derartige Briiche. Fiir die andere Platte wurden 
0, 1 und 2 Chromatidenbriiche bisher beobachtet. Einige Beispiele 
gibt Abb. 3; bei a sind die Bruchanzahlen 0 und 1, bei 6 0 und 2, bei d 
0 und 4, und schlieBlich beic 1 und 1, dazu ein Chromosomenbruch, von 
dem nicht gesagt werden kann, ob er induziert oder spontan aufgetreten 
ist. Det Vergleich dieser Bilder mit denen der Metaphasenplatten von 
Abb. 1 a—h kénnte den Anschein erwecken, als ob die Chromatiden- 
briiche haufiger sehr nahe den Enden auftraiten. Hierbei ist aber zu 
beriicksichtigen, da entsprechend kleine Chromosomenfragmente im 
Bereich der im Soma spiiter eliminierten distalen Abschnitte liegen, 
die keine Spindelansiitze besitzen. Distale Chromosomenfragmente 
kénnen sich also nicht in die Metaphaseplatte einordnen und entziehen 
sich so meistens de> Beobachtung. Sehr kleine chromatische Granula 
fanden sich gelegentlich im Cytoplasma auBerhalb des — nicht genau 
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abgrenzbaren — Spindelbereiches. (In einem Falle einer friithen Ana- 
phase wurde ein solches Fragment innerhalb der Spindel gesehen; es 
bestand aus zwei kugeligen Fragmentchromatiden, war mit seiner 
Teilungsebene parallel zur Spindelachse orientiert und zeigte keinen 
Ansatz zur Anaphasenbewegung.) Es besteht also kein Grund zur An- 
nahme, daB Chromosomen- und Chromatidenbriiche in den verschiedenen 
Regionen der Chromosomen unterschiedlich haufig seien. 

Bei dem Versuch, die Anaphasen nach Bestrahlung auch mit den 
héheren Dosen auszuwerten, wurde eine andersartige Bestrahlungs- 
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Breite der Platten in Mikrometereinneiten 
Abb. 4. Abb. 5. 
Abb. 4. A. megalocephala bivalens. Messungsergebnisse tiber die Abnahme des 
Durchmessers der Chromosomenplatten mit steigender Dosis. 
Abb. 5. a, b Metaphasen, c Anaphaseplattenpaar mit (im Vergleich zu Abb. 1 und 3) starker 
zusammengedringten Chromosomen. 
wirkung festgestellt, wie sie bisher nicht beschrieben worden ist. Der 
Durchmesser der Anaphaseplatten nach Verabfolgung von 1000r und 
2000 r erwies sich als wesentlich geringer. Um diese Erscheinung quanti- 
tativ zu erfassen, wurden die Durchmesser von je 100 Platten der in 
Betracht kommenden Stadien aus mit 250r und mit 1000r bestrahliten 
Eiern gemessen. 


Die Messungen wurden unmittelbar mit dem MeBokular vorgenommen; mit 
der PlattengréBe wurde die Flache gleichgesetzt, die innerhalb einer alle peripheren 
_ Chromosomenden verbindenden Linie lag. Zur Messung wurden médglichst nur 
solche Platten gewahlt, die annahernd kreisscheibenférmig waren, und in ihnen 
der gréBte Durchmesser bestimmt. Es ist klar, daB dieses Verfahren nur roh ist, 
doch geniigt es fiir den beabsichtigten Vergleich. 


In den Eiern der 250 r-Versuche erfolgt bei 27° nach 31/, Stunden 
der Ubergang aus dem Meta- in das Anaphasestadium. Etwa die Hilfte 
der Hier ist noch in der Metaphase. Ihre Messung ergab einen mittleren 
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Plattendurchmesser von 10,8 MaBeinheiten; in der friihen Anaphase — 
die Chromosomen sind so weit auseinandergewandert, wie in Abb. 3e — 
hat sich der Durchmesser auf etwa 10 MaBeinheiten verringert. In 
Kurvenform sind diese MeBwerte in Abb. 4 obezhalb der Nullordinate 
wiedergegeben. In den Eiern der 1000 r-Versuche liegen nach 31/, Stunden 
(bei 27°) erst friihe Metaphasenstadien vor mit starker streuenden Einzel- 
werten und einem mittleren Plattendurchmesser von etwa 12 MaB- 
einheiten (Abb. 4 unterhalb der Nullordinate) vor. Erst nach 5 Stunden 
ist dieselbe Haufigkeit von Meta- und Anaphasestadien erreicht, wie bei 
250r nach 31/, Stunden. Die Metaphaseplatten haben nur noch den 
mittleren Durchmesser von 9,3, sind also bereits kleiner als die Ana- 
phasenplatten bei 250r. Bei 1000r werden diese dann noch ganz er- 
heblich verkleinert und ergeben einen mittleren Durchmesser von nur 
5,4 Einheiten, wenig mehr als der Halfte des Durchmessers der Platten 
des entsprechenden Stadiums bei 250r. Abb.5 zeigt an, wie diese 
Verschmilerung zustande kommt. Die Chromosomen sind stirker zu- 
sammengedringt und mehr geknickt und eingebogen als in den nicht 
oder schwicher bestrahlten Eiern (vgl. Abb. 5 a, b mit 1 a—d und Abb. 5c 
mit 3a—e; NB. Abb. 5 ist nur %/; so groB wie die anderen.) 

Die zusammengedraingte Lage der Chromosomen muB eine Folge 
der Verschmalerung der Spindeln sein; denn bei A. megalocephala er- 
strecken sich die Chromosomen mit ihren spindelansatzetragenden Mittel- 
abschnitten iiber den ganzen Spindelbereich. Uber die Ursache dieser 
Spindelverinderung im Gefolge der Réntgenbestrahlung im Vorkern- 
stadium zu diskutieren, erscheint noch voreilig. 

Damit sind alle beobachteten Veriainderungen in ihrer Qualitat be- 
schrieben. Als fiir die Ausgangsfrage wichtige Tatsache haben diese 
Bestrahlungsversuche ergeben, da an Chromosomenmutationen bei 
Vorkernbestrahlung allein Fragmentationen der Chromosomen oder der 
Chromatiden auftreten. 


IV. Die Doesisabhangigkeit der Fragmentationen. 

Die bis jetzt vorliegenden Auswertungen beziehen sich auf Meta- 
phasen der 1. Furchungsteilung von 5 Wiirmern, von denen 3 zu bivalens, 
2 zu univalens gehérten. Die Bestrahlung der ersteren erfolgte unmittelbar 
nach der Priaparation noch in Uterusabschnitten, die der letzteren nach 
Aufbewahrung der Eier auf Agar. 

Ehe diese Ergebnisse besprochen werden, sei kurz auf die Haufigkeit 
der in den Anaphasen bei den bivalens-Eiern beobachteten Chromatiden- 
fragmente hingewieseri. Aus dem oben geschilderten Grunde ist das 
Material sehr klein und stammt nur aus den Bestrahlungen mit niederen 
Dosen (250 und 500 r). Die beobachteten Anzahlen sind in der Tabelle 2 
zusammengestellt. Da bei der Protokollierung nicht angemerkt wurde, 
ob Briiche in beiden Tochterplatten an gleicher Stelle lagen, 14Bt sich 
aus den Werten nicht genau der Prozentsatz der Eier mit Chromatiden- 
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Tabelle 2. Anzahl der bivalens-Eier (2 B1) mit Chromatidenbriichen. 





Anzahl der Briiche in beiden Tochterplatten 
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fragmenten angeben. Er mu8 mindestens der Anzahl der Eier mit ver- 
schiedenen Bruchanzahlen in beiden Platten entsprechen, also bei 250r 
44% und bei 500r 76% betragen. Hinzu kommt aber noch ein Anteil 


der Eier mit gleicher Bruchzahl in beiden Platten. Die Gesamtwerte. 


erhalt man, wenigstens als Schitzung, bei Beriicksichtigung der im 
gleichen Versuch festgestellten Haufigkeit der Chromosomenbriiche. 
Sie erhéhen sich dabei auf rund 50% bzw. 90%. Die Chromatiden- 
briiche sind also recht haufig. Uber die Dosisabhangigkeit 1a8t sich 
wegen der zu kleinen Werte und der fehlenden Versuche mit niedrigeren 
Dosen nichts aussagen. 

Die quantitativen Daten iiber die Chromosomenbriiche enthilt 
Tabelle 3. Alle Angaben beziehen sich auf ,,Eier mit Fragmenten‘; 
es wurde zwar zunichst versucht, auch die Anzahl] der Fragmente je Ei 
festzustellen, doch erwies sich das wegen der obengenannten Form- 
_verinderungen der Chromosomen bei den héheren Dosen als zu unsicher. 
Fiir die Besprechung der Dosiseffektbeziehungen ist die gewihlte Zih- 
lungsart voll ausreichend. 

Ein Vergleich der beobachteten Prozentsatze (Tabelle 3, 2. Spalte 
von rechts) bei den Eiern von verschiedenen 99 zeigt zunichst die 
schon oben besprochene unterschiedliche Hiaufigkeit der Fragmenta- 
tionen in den Kontrollen. Diese stellt aber nicht die einzige Verschieden- 
heit dar. Korrigiert man die Beobachtungswerte in tiblicher Weise fiir 
diese Kontrollbruchhaufigkeit (Tabelle 3, rechte Spalte), so zeigt sich, 
da& zwischen den Eiern verschiedener 99 gesicherte Unterschiede in 
der Hiufigkeit ausgeléster Briiche bestehen. 

Diese Verschiedenheit ist aber, wie die graphische Darstellung zeigt, 
nur Ausdruck einer verschiedenen Strahlenempfindlichkeit der Eier der 
einzelnen 29. Das zeigt zuniachst Abb. 6 fiir die bivalens-Beobachtungen. 
Die Dosiseffektkurven sind hier so vereinigt, daB die Halbwertsdosis 
als Abszisseneinheit genommen wurde. Dieses Vorgehen deckt die — 
von den Erfahrungen der Réntgenologen iiber die Sterblichkeitskurven 
der Eier verschiedener 99 abweichende — Tatsache auf, daB alle Be- 
obachtungswerte zufallige Abweichungen einer zugrunde liegende Dosis- 
effektkurve sind, welche durch die in Abb. 6 eingetragene ausgezogene, 
dicke Kurve ungefiihr wiedergegeben wird. Die beiden einzigen Werte, 
deren einfache Fehlerbreiten sie nicht durchschneidet, liegen zwischen 
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Tabelle 3. Haufigkeit der Chromosomenbriiche in der 1. Furchungs- 


teilung nach Bestrahlung im Vorkernstadium. 
































Anzahl der Eier mit Fragmenten 
ene ee ekg sl Samer Lata 
beobachtet korrigiert 
| 

| 0 767 6 0,78 + 0,32 | 0,00 
250 139 27 2,87 + 0,54] 2,11 + 0,54 
U 84 500 1099 57 5,19 + 0,67 4,44 + 0,68 
1000 1060 201 18,96 + 1,20 | 18,32 + 1,21 
. 2000 1169 478 40,89 + 1,44 | 40,43 + 1,46 

univalens 

0 739 186 25,17 + 1,60 | 0,00 
250 1030 287 27,86 + 1,40 3,69 + 1,88 
U 87 500 926 297 32,07 + 1,53 9,22 + 2,05 
1000 1039 460 44,27 + 1,54 | 25,52 + 2,06 
2000 880 539 61,25 + 1,64 | 48,21 + 2,19 

0 1685 434 25,76 + 1,07 0,00 
250 1712 478 27,92 + 1,08 | 2,91 + 1,45 
Bl 500 2118 678 32,01 + 1,01 8,42 + 1,36 
1000 1393 531 38,21 + 1,30 | 16,65 + 1,75 
2000 1699 1073 63,16 + 1,17 | 50,37 + 1,58 

0 1977 472 23,87 + 0,96 | 0,00 
250 2145 544 25,35 + 0,94 1,94 + 1,23 
bivalens B2 500 1580 470 29,74 + 1,14 7,71 + 1,50 
1000 1407 570 40,51 + 1,31 | 21,86 + 1,72 
2000 1421 951 66,93 + 1,25 | 56,56 + 1,64 

0 2087 122 5,85 + 0,51 0,00 
250 2266 194 8,57 + 0,59 2,89 + 0,63 
B 3 500 2172 283 13,03 + 0,72 7,63 + 0,76 
1000 1538 525 34,14 + 1,21 | 30,06 + 1,29 
2000 1631 1195 73,27 + 1,10 | 71,61 + 1,17 




















0,2 und 0,4 D/Dy,. Eine systematische Abweichung der Einzelkurven 
| liegt nicht vor. 
Die Beobachtungskurve verliuft zwischen einer Zwei- und einer 
Drei-Trefferkurve gleicher Halbwertsdosis. Daraus ergibt sich, daB 
zum Unterschied von allen anderen gepriiften Zellen bei Ascaris die 
Einzelbriiche keine Ein-, sondern Mehrtrefferereignisse darstellen und dab 
die Trefferanzah] niedrig ist. 


Dieser letztere Befund schlieBt auch die in unserem Fall experimentell nicht 
unnittelbar widerlegte Deutungsméglichkeit aus, es kénne sich um einen indirekten 
StrahleneinfluB handeln. In einem solchen Fall sollte man eine viel steiler ver- 
laufende, eine gréBere Trefferanzahl anzeigende Kurve erwarten. Eine Wenig- 
Treffer-Kurve wie die beobachtete kénnte noch so gedeutet werden, da8 irgend- 
welche extrachromosomalen Steuerungszentren auf 2—3 Treffer hin eine Reaktions- 
kette starten, deren Enderfolg in der Chromosomenfragmentation lige. Dieser 
Auswegsdeutung widersprechen — abgesehen von ihrer allgemeinen Unwahrschein- 
lichkeit im Lichte aller bisherigen Beobachtungen iiber den direkten Strahlen- 
einfluB auf die Chromosomen — unmittelbar die hier im einzelnen nicht angefiihrten 
Befunde iiber die Verteilung der Fragmente auf.die einzelnen Kier, die im ganzen, 
wenn auch infolge der Beobachtungsschwierigkeiten nicht sehr genau, eine Zufalls- 
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verteilung darstellt. Wiirde die Fragmentation als Endeffekt einer stofflichen 
Beeinflussung von auBerhalb der Chromosomen her eintreten, so sollte bei positivem 
Strahleneffekt eine bestimmte (und wohl nicht kleine) mittlere Fragmenthaufig- 
keit in allen verainderten Eiern vorliegen, also sich auch bei niedrigem Prozentsatz 
von Eiern mit Fragmenten eine Normalverteilung der Fragmentanzah] zeigen, 
nicht eine Poissonverteilung, der die beobachteten Werte nahe kommen. Die 
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Abb. 6. A. megalocephala bivalens. Bestrahlung frisch praparierter Eier in 
Uterusabschnitten. Dosiseffektkurve im Vergleich mit theoretischen Kurven. 





Annahme einer indirekten Bewirkung der Fragmentation kann also als ganz un- 
wahrscheinlich ausgeschlossen werden. 

Wenn auch der genauen Auswertung der beobachteten Dosiseffekt- 
kurven die bekannten Schwierigkeiten der Mehrdeutigkeit entgegen- 
stehen, so lassen sich doch auf Grund des cytologischen Tatbestandes 
bestimmte Erwartungen ableiten und zu der Beobachtungskurve in 
Beziehung setzen. Bruchfihig sind in jedem Chromosom viele Stellen, 
die nicht individuell auf ihre Mutabilitét gepriift werden kénnen. In 
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einem so!chen Fall gilt, wie schon am Beispiel der Zwei-Bruch-Mutationen 
dargestellt wurde (BavER, 1942), nicht mehr die allgemeine Treffer- 
formel 

(k Dy’ 


vf ? 


n—1 
Yn=1—e-kD "S' 
v= 
sondern eine erweiterte Formel } 
m—1 r n—I (k DY r—p n=] (k Dy’ u 
ae pee —kD Behe dS OF e —e—-kD B edined! 
taunt 5(")(ea"SREBLY*, (1 eran ®STURY, 
In ihr bedeutet r die Anzahl der mutationsfahigen Untereinheiten (bruch- 
fihigen Stellen), die der mindestens mutierten Untereinheiten, n die 
fiir die Mutation (den Bruch) einer Untereinheit notwendige Mindest- 
trefferanzahl, & die Mutationskonstante (den formalen Treffbereich) 
und D die Dosis. Aus (1) ergibt sich fiir m = 1 
n—1 y\r 
t= 1— (em ¥ emry. (2) 
»=0 v: 

Fiir m > 1 ist die Formel (1) mithsam anwendbar. Sie lit sich fiir 
groBe Werte von 7, mit denen wir in unserem Fall zu rechnen haben, 
und entsprechend kleine Werte von 

(1 —e kD "> aay) 
=e vl 
durch Porssonschen Grenziibergang vereinfachen. Dabei wird der 
letztere Ausdruck in gréBter Anniherung zu 
(k.D)” 
nl 
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und es ergibt sich die allgemeine Formel 








—r j 
Yo IEE od th dake ea (3) 
#B = 
Statt Gleichung (2) erhalten wir so 
_,eD™ 
Ya=1l—e a. (4) 


Da in unserem Fall als mutiert alle Hier gezihlt werden, in denen 
mindestens 1 Bruch ausgelést worden ist, gelten die Formeln (2) bzw. (4). 
In Abb. 6 ist der Beobachtungskurve eine nach (2) fiir r = 1000 berech- 
nete theoretische Kurve gleicher Halbwertsdosis beigefiigt, die sich von 
einer nach (4) berechneten nicht mehr nennenswert unterscheidet. Die 
allgemeine Ubereinstimmung zwischen Beobachtungs- und theoretischer 
Kurve sind deutlich. Erstere zeigt einen etwas flacheren Verlauf, doch 


ny Nachtraglich stellte sich heraus, daB die Formeln (1) und (3) in allgemeinerer 
Form bereits von DANnzER (1934) abgeleitet worden sind. 
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verliuft auch die theoretische Kurve so, daB sie den einfachen Fehler- 
bereich der meisten Beobachtungswerte schneidet. Es kann demnach 
offen bleiben, ob der geringe Steiiheitsunterschied beider Kurven real ist 
und worauf er dann beruht (Variabilitaét von nm derart, daB selten auch 
1 Treffer geniigt, Variabilitat von k, oder anderes). Es ist jedenfalls 
aus dem Vergleich der Kurven nur der Schlu8 méglich, daB mindestens 
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Abb. 7. A. megalocephala ival Bestrahlung von auf Agar aufbewahrten Eiern. 





Dosiseffektkurve im Vergleich mit einer einfachen Zweitrefferkurve. 


die groBe Mehrheit der réntgeninduzierten Chromosomenbriiche auf Zwei- 
trefferereignisse zuriickgeht. 

Auch bei wnivalens lassen sich die beiden Einzelkurven fiir die 9 9 U 84 
und U 87 nach Korrektur fiir die Kontrollfragmentation und Bezug 
auf die Halbwertsdosis zur Deckung bringen. Die so gewonnene Beob- 
achtungskurve (Abb. 7) hat aber ein ganz anderes Aussehen als die 
besprochene von bivalens. 

Sie stellt im ganzen zwar auch eine S-férmige, also Mehrtrefferkurveé 
dar, verlauft aber bis zur Halbwertsdosis oberhalb der vergleichbaren 
(in die Abb. 7 eingetragenen) Zweitrefferkurve und ist infolge der tiefen 
Lage des Wendepunktes erheblich schief. Eine solche Kurvenform 
kénnte aus einer normalen Kurve vom fiir bivalens gefundenen Typus 
(Abb. 6) durch starke Variabilitét von k entstehen. Es miBten dann 
allerdings schon zwei Arten bruchfihiger Stellen in der Haufigkeit von 
etwa 1 : 2 und einem Unterschied von k wie etwa 1 : 20 angenommen 
werden. DaB eine derartige Variabilitit gerade bei wnivalens und gar 
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nicht (oder nur in Spuren) bei bivalens vorkommen soll, dafiir ist aber 
kein Grund einzusehen. Viel wahrscheinlicher stehen die verschieden- 
artigen Kurven im Zusammenhang mit der bei bivalens und univalens 
verschiedenen Versuchsanordnung. Bei bivalens wurden, wie gesagt, 
unmittelbar nach der Praparation die Eier noch im Uterus bestrahlt, 
wahrend sie bei wnivalens zuniachst in diinner Schicht auf Agar unter 
Luftzutritt im Eisschrank aufbewahrt wurden. Nun ist fiir die Eisterb- 
lichkeit bei Ascaris gefunden worden (vgl. Lrzcut1 1929), daB Bestrah- 
lung bei Sauerstoffzutritt durch Zeitfaktoreinfliisse verzerrte Dosis- 
effektkurven ergibt, wenn die Dosissteigerung durch Verlingerung der 
Bestrahlungszeit bei gleichbleibender Intensitét vorgenommen wird. 
Dagegen fiihrt eine derartige Bestrahlung bei SauerstoffabschluB zu den- 
selben Ergebnissen wie Bestrahlung unter Dosissteigerung durch Ab- 
standsverringerung. In beiden Fallen macht sich der Zeitfaktoreinflu8 
nicht bemerkbar. In unseren Versuchen wurde die Dosis durch Zeit- 
verlangerung gesteigert; die bivalens-Bestrahlungen lassen sich dabei 
mit denen bei Sauerstoffabschlu8 vergleichen, die an uniralens mit 
denen bei Sauerstoffzutritt. Bei den letzteren ist also mit einer Ver- 
formung der reinen Trefferkurven durch Zeitfaktoreinfliisse zu rechnen. 

Fir die Beriicksichtigung des zeitlichen Ablaufes der Bestrahlung 
wird zweckmaBig in den Trefferformeln das Produkt kD durch ot ersetzt, 
worin o die in der Zeiteinheit erfolgte Trefferanzahl bedeutet. Die 
formelmaBige Erfassung des Zeiteinflusses ist vor langerer Zeit von 
RaJEwsky und DANnzER (1934) versucht worden. Ihrer Formel gegen- 
iiber kénnen wir mit einer Vereinfachung rechnen. Wenn die Anzahl 
der bruchfahigen Stellen, also dér Wert r in den Formeln (2) bis (4) 
groB ist, so braucht mit dem Vorkommen von Dreitreffer-Ereignissen 
mindestens in den hier gepriiften Mutationsbereichen nicht gerechnet 
zu werden ; wir kénnen uns also auf die Zweitreffer-Ereignisse beschranken. 

Wenn eine bruchfahige Stelle wahrend der Bestrahlungszeit ¢ 2 Treffer 
erhailt, so kénnen diese in einem Zeitabstand von 0 bis ¢ hintereinander 
erfolgen. Alle verschiedenen Zeitabstiinde sind gleich wahrscheinlich. 
Wir kénnen uns das am Schema klarmachen, wobei wir ¢ als in 10 gleich- 
lange Zeitintervalle, 1—10 zerlegt, denken. Es kénnen sich die beiden 
Treffer folgenderma&en auf die Zeitintervalle verteilen: 





Der 1. Trefferim 1. 2. 3. 4 5. 6. 7. 8. 9. 10. Intervall 
Der 2. Treffer im 1. 2 3. 4 65 6. 7. 8 9. 10. 
2 ee Oe ee ae ee OO a 
3% 64 «5. 6 7. 8& 9. 10 
4.5. 6 7 8 9 10. 
5. 6 7 8 9 10. 
6. 7. 8. RG: 
7. 6 9. 10. 
8 9 10. 
9. 10. 
10. 
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Werden die Intervalle als sehr klein, ihre Anzahl als sehr groB an- 
genommen, so sind alle Méglichkeiten fiir den Zeitabstand der beiden 
Treffer durch das rechtwinkelig gleichschenkelige Dreieck f?/2 gegeben, 
das auch als Prisma mit der Héhe 1 dargestellt werden kann (Abb. 8a). 

Rasewsky und DAnzer haben nun hinsichtlich des Zeiteinflusses 
die einfache Annahme gemacht, daB der Abstand der beiden Treffer 

nicht gréBer als der 

V-6t-$0 Zeitabschnitt 6 sein darf 

sci und daB alle innerhalb 

| § erfolgenden 2 Treffer 

(gleichgiiltig, wie weit 
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a treten) zu dem Zwei- 
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Der Anteil der wirksamen unter den tiberhaupt auftretenden Doppel- 
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Setzt man diesen Ausdruck in die Gleichung 4 (fiir den Fall n = 2) ein, 
so ergibt sich 





—r (ot) . ( Sa e 
Yg=1—e 2 t , oo 1 —e—7 0 (2 6¢ — 8) (5) 
eine Gleichung, die nur fiir 6 < ¢ gilt; fiir 6 S¢ bleibt die unverinderte 
Forme] (4) anwendbar. 
Nach der Formel (5) wurden Kurven gleicher Halbwertsdosis fiir 
verschiedene Werte von 6 berechnet, die in Abb. 9 wiedergegeben sind. 
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Aus dem Vergleich mit der eingezeichneten (kurzgestrichelten) ein- 
fachen Zweitrefferkurve zeigt sich, wie die Kurve mit abnehmendem 
relativen 6 ihre Form andert und dabei unter zunehmender -Abwirts- 
verlagerung des Wendepunktes iiber die Zweitrefferkurve hiniiberwandert. 
Die Kurve fiir 6 = 0,28 entspricht dabei weitgehend den ebenfalls ein- 


gezeichneten Mutationsprozentsiitzen bei univalens. 
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Abb. 9. Verschiedene durch Zeitfaktoreinflu8 verformte Zweitrefferkurven im Vergleich 
mit, den Beobachtungen bei A. megalocephala univalens (vg]. Abb. 7). 


Die der Gleichung (5) zugrundeliegende einfache Annahme, daB die 
Einzeltreffer voll wirksam sind, wenn sie innerhalb der Zeit 6 erfolgen, 
gleichgiiltig welcher Zeitabstand < 6 zwischen ihnen bestand, daB aber 
die geringste Uberschreitung von 6 sofort das Eintreten des Zweitreffer- 
ereignisses verhindert, stellt nur eine grobe Annaherung an eine der 
Méglichkeiten dar. Es muB natiirlich mit einer Variabilitét hinsichtlich 
6 gerechnet werden, und zwar nicht nur hinsichtlich der verschiedenen 
Eier, sondern auch der verschiedenen bruchfahigen Stellen. Diese 
Variabilitat bewirkt, daB auch schon innerhalb 6 unwirksame Doppel- 
treffer erfolgen, wie auch wirksame nach Zeitabstinden > 6 noch vor- 
kommen. Welcher GesetzmaBigkeit diese Variabilitat folgt, ist un- 
bekannt. 


Chromosoma. 


41 
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Die Abnahme der Anzahl der wirksamen Doppeltreffer in der Zeit 
1aBt sich aber sicher durch eine ein- oder mehrgliederige e-Funktion, 
also eine exponentielle oder S-formige Kurve darstellen. Fiir den ersteren 
Fall sind in Abb. 8e das zu erwartende Ergebnis graphisch dargestellt 
und die Formeln fiir das Volumen V des Wahrscheinlichkeitskérper 
sowie den wirksamen Anteil w der Doppeltreffer angegeben. Da das 
vorliegende Material wegen seines noch zu geringen Umfangs die Miihe 
der Kurvenberechnung nach der sich daraus ergebenden Trefferformel 
nicht rechtfertigt, wurde eine Naherungsannahme, die in Abb. 8c, d 
graphisch dargestellt ist, zahlenmaBig ausgewertet. Hierbei wurde fiir 
die Reaktionsfaihigkeit der durch den ersten Treffer erzielten Verande- 
rung ebenfalls eine mittlere Dauer 6, dazu aber gleiche Haufigkeit der 
Varianten von 0 bis 2 6 als Extremen zugrunde gelegt. Die sich dabei 
entsprechend den in Abb. 86 und 8c dargestellten Méglichkeiten er- 
gebenden Formeln sind den Abb. 8c, d und 9 beigefiigt. Nach ihnen 
wurden stichprobenartig Trefferkurven berechnet, von denen die fiir 
6 = 0,16 in die Abb. 9 eingetragen ist. Sie wird den Beobachtungs- 
werten ebenfalls weitgehend gerecht. Von den nach Gleichung (5) 
berechneten Kurven unterscheidet sie sich durch ihren etwas flacheren 
Verlauf, ohne aber im ganzen wesentliche Abweichungen zu zeigen. 
Wenn also die den in Abb. 8 6 und 8 ¢, d dargestellten Méglichkeiten sich 
in ihrem EinfluB auf die Form der Trefferkurven so wenig verschieden 
auswirken, kann auch dann, wenn die Art der zeitlichen Variabilitat 
genauer beriicksichtig wird, keine auffallige Charakterinderung der 
Trefferkurven erwartet werden. Die beiden ausgewerteten Méglichkeiten 
stellen ja die iuBerste Vereinfachung der extremen, exponentiellen bzw. 
S-formigen Kurven folgender Variabilitatsformen dar. Fiir die genaue 
Bestimmung der Auswirkung des Zeitfaktors gibt es natiirlich geeignetere 
Versuchsanordnungen als die Analyse der Trefferkurven. 

Die vorstehenden Uberlegungen haben jedenfalls ergeben, daB die 
bei univalens beobachtete Dosiseffektkurve mit guten Griinden als eine 
durch Zeitfaktoreinfliisse verformte Zweitrefferkurve angesehen werden kann. 
Zur Bestatigung und Erweiterung sind natiirlich neue Versuche dringend 
notwendig. 

Eine vorlaiufige Schitzung der Reaktionszeit 1aBt sich nach den mit 
den Beobachtungswerten am besten iibereinstimmenden Kurven der 
Abb. 9 fiir 6 = 0,28 bzw. 0,16 t/ty, geben. Die mittlere Dauer berechnet 
sich danach fiir 9? U 84 auf 6,3 bzw. 5,1 Min., fiir 9 U 87 auf 4,9 bzw. 
4,1 Min. Der 2. Treffer muB also nach rund 5 Min. in den Bereich der- 
selben bruchfahigen Stelle treffen, um eine Fragmentation herbeizu- 
fiihren. 

Unsere Beobachtungen haben die bei Messung der Eisterblichkeit 
gewonnene Erfahrung der Réntgenologen bestitigt, daB die Kier ver- 
schiedener 99 eine verschiedene Strahlenempfindlichkeit zeigen (vgl. 
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die in Abb. 6 und 7 eingetragenen Halbwertsdosen). Eine solche ist 
sonst nur bei Organismen verschiedener Artzugehérigkeit beobachtet 
worden (vgl. z.B. Bauer und Lercue fiir Phryne im Vergleich zu 
Drosophila). Ob sich diese Unterschiede bei Ascaris ahnlich erkliren 
lassen, wie die Empfindlichkeitsverschiedenheiten trockener und ge- 
quollener Samen (Knapp und Kapian), also. durch physiologische Ab- 
iinderung im Treffbereich, bleibt zu untersuchen. 


V. Allgemeine Bemerkungen iiber die Fragmentation. 

Unsere Beobachtungen iiber die Dosisproportionalitat der Fragmen- 
tation lassen nur den SchluB zu, daB die Chromosomenbriiche durch 
2 Treffer ausgelést werden. Die Dosiseffektkurven kénnen keinesfalls 
so gedeutet werden, daB eine ,,biologische Variabilitat“, welcher Art sie 
auch sei, eine Eintrefferbeziehung maskiert. 

So bleibt zu fragen, ob dieser Unterschied gegeniiber den Chromo- 
somen aller sonst untersuchten Organismen vielleicht darauf beruht, 
daf im Vorkernstadium, die Chromosomen schon gespalten und die 
Chromatiden so weit getrennt sind, daB Chromosomenbriiche nur durch 
2 unabhingige Einzelbriiche zustande kommen, die homologe Stellen der 
Schwesterchromatiden betreffen. Wenn aber nicht eine — ihrem Wesen 
nach unverstindliche — Korrelation im Auftreten dieser lagegleichen 
Briiche besteht, also der Bruch einer Chromatide bevorzugt einen Bruch 
derselben Stelle der Schwesterchromatide erméglicht, so sollte auf einen 
Chromosomenbruch eine sehr viel héhere als die beobachtete Anzahl 
von Paaren von Chromatidenbriichen kommen, die nicht lagegleich sind, 
und zwar sollte die Anzahl der lagegleichen zu den lageverschiedenen 
Bruchpaaren sich wie r:1 verhalten, wobei r die Anzahl der bruch- 
fahigen Stellen, sicher mindestens von der GréBenordnung 100—1000, 
wenn nicht gréBer, ist. Die Falle mit nur 1 Chromatidenbruch miiBten 
dann im Vergleich zu den Chromosomenbriichen schon bei niedersten 
Dosen auBerordentlich haufig sein. Schon die wenigen in Tabelle 2 
zusammengefaBten Befunde beweisen aber, daB eine derartige Anzahl 
von Chromatidenbriichen nicht entfernt vorkommt. 

Man kénnte noch annehmen, daB die Briiche in einer Chromatide 
sich zum gréBten Teil wieder vereinigen, waihrend lagegleiche Doppel- 
briiche infolge weiterer raumlicher Trennung der dann erzeugten Chromo- 
somenfragmente sich nicit so leicht wiedervereinigen kénnen, daB also 
die von der Erwartung abweichende zu geringe Anzahl der Chroma- 
tidenbriiche auf hiufiger Wiedervereinigung beruht, wahrend die zu 
Chromosomenfragmenten fiihrenden Doppelbriiche ganzlich oder gréBten- 
teils beobachtbar sind. Auch diese Annahme erscheint im Lichte der 
Befunde iiber das Verhalten der Bruchenden bei der Teilung nicht haltbar. 
Sie fordert die Vereinigungsfahigkeit der Bruchenden. Sollte diese eine 
regelmaiBige Eigenschaft sein, so miiBten sich die Chromatidenbruch- 
41* 
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enden von Chromosomenfragmenten ebenfalls — zum mindesten ge- 
legentlich — untereinander vereinigen und so zur Bildung riicklaufiger 
Ein- Bruch-Rekominationen fiihren. AuBerdem miiBten dann auch 
Mehr-Bruch-Mutationen — auf Chromatidenbriiche zuriickgehende 
Translokationen, Inversionen, Deletionen u. a. — vorkommen, selbst 
bei der Einschrankung, da8 der riumliche Rekombinationsbereich der 
Briiche klein ist. Da alle diese Chromosomenmutationen nie beobachtet 
wurden, kann mit einer Wiedervereinigung induzierter Chromatiden- 
bruchenden mindestens als regelmaBiger Erscheinung nicht gerechnet 
werden. 

Damit bleibt dann nur die Annahme, daB der einzelne Chromosomen- 
bruch unmittelbar durch 2 Treffer ausgelést wird. Das wiirde bedeuten, 
daB ein Treffer nicht energiereich genug ist, um die zum Bruch fiihrenden 
Verainderungen auszulésen. Damit erscheint es ausgeschlossen, daB, 
wie bei der Auslésung recessiv-letaler Mutationen bei Drosophila melano- 
gaster, als Einzeltreffer eine Ionisation anzusehen ist; denn ein Elektron 
erzeugt lings seiner Bahn regelmaBig auch Ionenhiufchen, die also dann 
dieselbe Wirkung wie die beiden durch 2 Treffer erzielten Einzelioni- 
sationen haben miiBten. Bei der Seltenheit, mit der 2 unabhangige 
Treffer im Bereich einer bruchfihigen Stelle auftreten, miiBten dann die 
verhaltnismaBig viel haufigeren Fille, in denen in ihr ein Ionenhaéufchen 
ausgelést wird, doch zu einer Eintrefferkurve fiihren. Eine nihere 
Kennzeichnung der Art der Treffer muB aber zuriickgestellt werden, bis 
weitere Untersuchungen vorliegen. 

Genauerer Untersuchung bedarf es noch, um zu kiiren, warum neben- 
einander Chromosomen- und Chromatidenbriiche auftreten. Ob dieses 
auf einer im Vorkern erst teilweise erfolgten Liangsspaltung beruht, 
werden Bestrahlungsversuche an weiteren vorgeschritteneren Ent- 
wicklungsstadien zeigen. 

Man kénnte versucht sein, die besonderen biophysikalischen Eigen- 
schaften der Bruchauslésung in den Ascaris-Chromosomen mit ihrer 
besonderen cytologischen Natur in Verbindung zu setzen. Zum Unter- 
schied von allen anderen stellen die Keimbahnchromosomen bei Ascaris 
Sammelchromosomen dar, die bekanntlich wahrend der Furchung 
beim Ubergang in die ersten Somazellen gesetzmiBig in eine groBe Anzahl 
kleiner, selbstindiger Einzelchromosomen zerlegt werden. Man kénnte 
also annehmen, daB die Eigenheit der réntgeninduzierten Briiche darauf 
beruhe, da& sie nur diese ,,Kittstellen“ der Kinzelchromosomen be- 
treffen, an denen eine andere Bindungsart vorliegen kénnte als zwischen 
den Elementarteilen normaler Chromosomen. Mit dieser Annahme ist 
aber nichts gewonnen; denn sie wiirde besagen, da die zum Sammel- 
chromosom vereinigten Einzelchromosomen in sich — im Bereich der 
gepriiften Doser. — iiberhaupt nicht fragmentieren. Es wiirde also mit 
der Zuriickfiihrung der besonderen Brucheigenschaft auf die besondere 
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Art der Bruchstellen notwendig eine weitere Besonderheit fiir die itbrigen 
Abschnitte der Chromosomen postuliert werden miissen. Dieser Ausweg 
hat also wenig Erklarungswert. 

DaB im iibrigen Ascaris hinsichtlich des einen Ausnahmeverhaltens — 

der unterbleibenden Rekombination oder Restitution der Bruchenden — 
nicht ganz isoliert steht, beweisen die gleichartigen Befunde an Homo- 
pteren-Chromosomen (HUGHES-SCHRADER und Ris 1941, Ris 1942) und 
an den Chromosomen im Embryonalgewebe vom Mais (McCLInTock, 
1939). 
Wenn auch unsere Befunde erst einen vorlaiufigen Anfang darstellen, 
so weisen sie doch darauf hin, da8B Ascaris ein geeignetes Objekt ist, um fiir 
viele Fragen des Chromosomenmutationsgeschehens Aufschliisse zu 
liefern. Gerade die Zuriickfiihrung der Briiche auf Zweitreffervorginge 
JaBt es méglich erscheinen, durch Abanderung der Versuchsbedingungen 
(Aufenthaltsmedium, Temperatur, Bestrahlungsverabfolgung und Strah- 
lenart) nihere Einblicke in die Natur der durch die Ionisationen gesetzten 
Verinderungen in den Chromosomen zu gewinnen. Wir hoffen, zu diesen 
Untersuchungen Gelegenheit zu finden, haben unsere Ergebnisfragmente 
aber schon jetzt mitgeteilt, um auch Andere auf dieses in letzter Zeit 
vernachlissigte Objekt hinzuweisen. 


Zusatz nach Abschlug des Manuskriptes. — Durch die Zeitumstinde 
verspitet, erhielten wir erst jetzt Kenntnis der wichtigen Arbeiten von 
Lea und CatcHEsIDE (1942) und CatcHEsIDE und LzEa (1943), in denen 
eine erste biophysikalische Analyse des Chromosomenmutationsvorganges 
an den vorliegenden Beobachtungen iiber Tradescantia durchgefiihrt 
und in wichtigen Punkten experimentell bestiitigt wurde. Fiir die vor- 
stehend behandelten Fragen ist dabei die Aufklirung der Natur der 
Treffer von Bedeutung. Aus dem Vergleich der Mutationshiufigkeit 
nach Réntgen- und nach Neutronenbestrahlung kommen LEA und 
CATCHESIDE zum Ergebnis, daB eine gréBere Anzahl von Ionisationen, 
und zwar mindestens 17, zur Auslésung eines Bruches notwendig ist. 
Als Treffer ist die Durchquerung der Chromatide durch ein ionisierendes 
Teilchen anzusehen. Bei Réntgenbestrahlung kann es sich nur um das 
Bahnende der schnellen Elektroden (es wurden nur die Photoelektronen 
beriicksichtigt) handeln, in dem diese schon so energiegeschwiicht sind, 
da8 die Ionisationen raiumlich dicht beieinander liegen und so alle in den 
Chromatidenquerschnitt fallen kénnen. Die sich aus dieser Ableitung 
ergebende Forderung einer Wellenlingenabhingigkeit konnten Cart- 
CHESIDE und LEa experimentell als erfiillt nachweisen. Im Bereich der 
Wellenlingen von 2—10 A lieBen sich der erwartete Anstieg (mit dem 
Maximum bei etwa 4—5 A) und der weitere Abfall der Mutations- 
hiufigkeit gegen Null mit steigender Wellenlinge aufzeigen. Im Lichte 
dieser Ergebnisse kénnte man die Zweitrefferabhingigkeit der réntgen- 








616 Hans Bauer und Jean Le Calvez: Das Verhalten der Chromosomen 


induzierten Briiche bei Ascaris so deuten, daB auch durch die Ioni- 
sationen eines Elektronenbahnendes das fiir den Bruch notwendige 
Energieniveau nicht erreicht wird und so der Durchgang eines zweiten 
Elektrons notwendig ist. Eine derartige Annahme ist nicht unbegriindet ; 
denn es mu8B mit weitgehenden Verschiedenheiten bei verschiedenen 
Chromosomen gerechnet werden. Bei den Chromosomen der Spermien 
von Drosophila sind jedenfalls nach einer der letzten Mitteilungen Esrr- 
HARDTs (1943) iiber die Bruchauslésung durch Neutronen im Vergleich 
zu Rontgenstrahlen als Treffer wohl einzelne oder wenige Ionisationen 
anzusehen. 


Zusammenfassung. 


1. Réntgenbestrahlung der Eier von Ascaris megalocephala im Vorkern- 
stadium fiihrt zu einer Fragmentation der Chromosomen und Chroma- 
tiden. $P 

2. Die induzierten Bruchenden sind nicht _wiedervereinigungsfahig ; 
denn riicklaiufige Ein-Bruch-Rekombinationen fehlen ebenso wie Mehr- 
Bruch-Mutationen. Daher verhalten sich die indizierten Bruchenden 
in der Mitose auch wie normale Chromosomenenden. 

3. Die Analyse der Dosiseffektkurven zeigt, daB die Briiche auf 
Zweitrefferereignisse zuriickgehen. Die Ergebnisse an luftexponierten 
Kiern weisen auf Zeitfaktoreinfliisse hin. Nach Schitzungen miissen 
die beiden Treffer im Abstand von héchstens etwa 5 Min. erfolgen. Die 
Treffer kénnen keine Einzelionisationen sein. 

4. Weitere Strahlenveriinderungen durch héhere Dosen bestehen im 
UnregelmaiBigwerden der Chromosomenform und in dem wohl auf 
Spindelverschmilerung beruhenden Zusammendringen der Chromo- 
somen in den Meta- und Anaphasenplatten. 
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